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Resumo 
 
O ácido hipocloroso (HOCl) faz parte do conjunto de espécies reactivas de oxigénio 
e de azoto produzidas pelas células fagocíticas, durante o processo de fagocitose, levado 
a cabo para matar microorganismos invasores, exercendo uma acção fundamental na 
defesa do organismo. No entanto, estas espécies reactivas também participam como 
moléculas sinalizadoras, pois modulam factores de transcrição, como o NF-κB. Este 
factor de transcrição regula a transcrição de imensos genes, nomeadamente os que estão 
envolvidos na inflamação e imunidade, anti-apoptose e proliferação celular. Contudo, 
apesar das espécies reactivas e o NF-κB terem um papel fundamental no bom 
funcionamento do sistema imunitário, uma regulação inapropriada de ambos tem sido 
implicada em diversas doenças inflamatórias podendo levar mesmo ao desenvolvimento 
de cancro.  
O objectivo deste trabalho foi estudar as propriedades anti-inflamatórias do 
flavonóide quercetina e do seu metabolito isorramnetina, avaliando a sua capacidade 
para reagirem com o HOCl e os seus efeitos na activação celular do factor de 
transcrição NF-κB. Avaliou-se a sua capacidade para reagirem com o HOCl, produzido 
por neutrófilos humanos activados ex-vivo, através da oxidação da sonda 3-
aminofenilfluoresceína (APF) por espectrofluorimetria e citometria de fluxo. Avaliou-
se, também, a sua acção na activação do NF-κB (análise por Western Blot) numa linha 
celular de monócitos humanos (células monocíticas THP-1) estimulada por LPS. 
Tendo em conta o comportamento da quercetina e do seu metabolito isorramnetina, 
em relação à captação de HOCl, produzido por neutrófilos activados, a análise das suas 
estruturas sugere a importância do grupo metilo da isorramnetina na captação de HOCl 
no interior das células. 
Os resultados da análise por Western Blot do factor de transcrição NF-κB, nas células 
THP-1 estimuladas por LPS, permitiram concluir que as células apresentavam uma 
maior activação, isto é, uma maior translocação da proteína p65 para o núcleo, após 1h 
de incubação com LPS. Na presença dos dois flavonóides estudados a activação das 
células diminuiu, apresentando uma redução na translocação do p65 NF-κB para o 
núcleo, e evidenciando, deste modo, o potencial papel daqueles flavonóides como anti-
inflamatórios. 
Palavras chave: inflamação; neutrófilos; células THP-1; flavonóides; HOCl; NF-κB.
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Abstract 
 
Hypochlorous acid (HOCl) is part of the set of reactive oxygen and nitrogen 
produced by phagocytic cells during the phagocytosis process, carried out to kill 
invading microorganisms, exerting a role in defending the body. However, these 
reactive species also participate as signaling molecules, because they modulate 
transcription factors such as NF-κB. This transcription factor regulates the transcription 
of lots of genes, particularly those involved in inflammation and immunity, anti-
apoptosis and cell proliferation. Although, despite the reactive species and NF-κB have 
a essential role in the proper functioning of the immune system, an inappropriate 
regulation of both has been implicated in several inflammatory diseases and may even 
lead to the development of cancer. 
The aim of this work was to study the anti-inflammatory properties of the flavonoid 
quercetin and its metabolite isorhamnetin, assessing their ability to react with HOCl and 
its effects on cellular activation of the transcription factor NF-κB. We evaluated its 
ability to react with HOCl, produced by human neutrophils activated ex vivo, through 
oxidation of the 3-aminophenilfluorescein (APF) probe by spectrofluorimetry and flow 
cytometry. Was also evaluated its action on the activation of NF-κB (by Western Blot 
analysis) in a cell line of human monocytes (monocytic cells THP-1) stimulated by 
LPS. 
Taking into account the behavior of quercetin and its metabolite isorhamnetin in 
relation to the capture of HOCl, the analysis of their structures suggests the importance 
of the methyl group of isorhamnetin in the uptake of HOCl within cells. 
The results of Western blot analysis of transcription factor NF-κB in THP-1 cells 
stimulated by LPS, showed that the cells were more activated after 1 h of incubation 
with LPS. In the presence of the two flavonoids studied cell activation decreased, 
presenting a reduction of p65 NF-κB nuclear translocation, and thus demonstrating their 
potential roles as anti-inflammatory drugs. 
 
Keywords: inflammation; neutrophils; THP-1 cells; flavonoids; HOCl; NF-κB 
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3 
 
1. Processo inflamatório – Principais intervenientes 
 
A inflamação é a primeira resposta do organismo à infecção, irritação ou outras 
lesões e é considerada uma resposta imunitária não-específica com o objectivo de 
neutralizar os agentes agressores e reparar os tecidos danificados assegurando, desta 
forma, a sobrevivência do organismo. Os sintomas da inflamação são rubor, calor, 
inchaço, dor e perda de função. Estas características resultam do aumento do fluxo 
sanguíneo e do aumento da permeabilidade capilar perto da zona afectada, o que 
permite que leucócitos e outras moléculas do sistema imunitário (citocinas, anticorpos e 
fracções do complemento) deixem o fluxo sanguíneo e atravessem a parede endotelial e 
cheguem aos tecidos afectados (Calder, 2006; Gomes et al., 2008). 
Os principais intervenientes no processo inflamatório são os leucócitos, os quais 
podem agrupar-se em 2 grupos, as células mononucleares do sangue periférico (PBMC) 
e os granulócitos. Os neutrófilos são as células mais abundantes, representando 50 a 
70% dos leucócitos em circulação e em conjunto com os basófilos (< 1%) e eosinófilos 
(1-3%) constituem os granulócitos. Os monócitos e linfócitos (células B e células T) 
constituem os PBMC e representam 1 a 6% e 20 a 40% do total de leucócitos 
circulantes, respectivamente. Os monócitos quando abandonam a circulação e migram 
para os tecidos denominam-se macrófagos (Kuby, 2003). 
 
1.1. Neutrófilos – Morfogia e constituição 
 
Os neutrófilos são produzidos por hematopoiese na medula óssea. Após a sua 
diferenciação circulam durante 7 a 10 horas no sangue periférico antes de migrarem 
para os tecidos, sendo o seu tempo máximo de sobrevivência de 1 a 2 dias. Os 
neutrófilos constituem a primeira linha de defesa do organismo contra agentes invasores 
(bactérias, fungos e protozoários), pois são os primeiros leucócitos a aceder ao local 
inflamado. Estas células são também denominadas de células fagocíticas, pois eliminam 
os agentes invasores através de um processo que se designa por fagocitose (Faurschou 
and Borregaard, 2003; Kuby, 2003; Lee et al., 2003). 
Como principais características, os neutrófilos são constituídos por um núcleo 
multilobulado (dividido entre 3 a 5 lóbulos) sendo, por isso, denominados de células 
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polimorfonucleares (PMN) e possuem grânulos e vesículas secretoras dispersos no 
citoplasma (figura 1) (Kuby, 2003). 
 
 
Figura 1 - Estrutura do neutrófilo (adaptado de Kuby, 2003) 
 
Os grânulos dos neutrófilos são extremamente importantes na sua função fagocítica. 
Estes são formados sequencialmente durante a diferenciação da célula, logo os seus 
conteúdos vão variando em função da etapa da diferenciação em que são formados. Os 
grânulos podem agrupar-se em 3 grupos: azurófilos ou primários, específicos ou 
secundários e gelatinase ou terciários e o seu conteúdo visa a eliminação de agentes 
invasores (figura 2) (Faurschou and Borregaard, 2003; Selvatici et al., 2006).  
Os grânulos azurófilos armazenam o conteúdo microbicida, contêm o enzima 
mieloperoxidase, hidrolases acídicas e proteases que estão envolvidos na morte e 
degradação do agente invasor já no fagossoma (vacúolo fagocítico). Também possuem 
as α-defensinas que, para além de terem actividade microbicida, induzem a quimiotaxia 
de monócitos e linfócitos T. Quando estimulados apenas sofrem uma exocitose limitada. 
Estes grânulos também podem denominar-se de peroxidase-positivos, pois são os únicos 
que contêm o enzima mieloperoxidase (Faurschou and Borregaard, 2003). 
Os grânulos específicos também são ricos em conteúdo microbicida, tal como a 
lactoferrina e lisozima, e contêm, também, 3 poderosas metaloproteinases (colagenase, 
gelatinase e leucolisina) e o citocromo b558 que é um componente do enzima NADPH 
oxidase. Contêm, ainda, alguns receptores de membrana, nomeadamente para o N-
formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) (Faurschou and Borregaard, 2003).  
Os grânulos gelatinase têm um conteúdo bastante semelhante ao dos grânulos 
específicos, no entanto possuem menor quantidade de agentes microbicidas e outros 
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metaloprotases, como a gelatinase. O facto de serem um reservatório de enzimas, que 
degradam a matriz celular, e de receptores de membrana, necessários durante a 
extravasão e diapedese do neutrófilo, faz com que estes grânulos sejam necessários nas 
fases iniciais da inflamação. São, por isso, os que mais facilmente sofrem exocitose 
(Faurschou and Borregaard, 2003). 
As vesículas secretoras constituem um reservatório de receptores de membrana 
necessários às fases iniciais da resposta inflamatória mediada por neutrófilos (Faurschou 
and Borregaard, 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2 - Conteúdo dos grânulos do neutrófilo (adaptado de Pham, 2006) 
 
1.2. Monócitos – Morfologia e constituição 
 
Tal como os neutrófilos, os monócitos são células fagocíticas e são produzidos por 
hematopoiese na medula óssea. Durante a hematopoiese as células progenitoras de 
granulócitos-monócitos diferenciam-se em promonócitos que abandonam a medula 
óssea e entram em circulação no sangue, onde mais tarde se diferenciam em monócitos 
maduros. Os monócitos possuem grânulos, como os neutrófilos, e lisossomas que 
contêm lisozima e uma grande variedade de enzimas hidrolíticas que ajudam na 
digestão do material ingerido (Kuby, 2003; Lau and Baldus, 2006) (figura 3).  
Os monócitos circulam no sangue cerca de 8h, tempo durante o qual aumentam de 
tamanho, e em seguida migram para os tecidos onde se diferenciam em macrófagos. 
Mieloperoxidase 
Elastase 
Catepsina G 
Proteinase 3 
Azurocidina 
Defensinas 
 
 
 
Lactoferrina 
Catelicidina 
Lisozima 
Colagenase 
Leucolisina 
Citocromo b558  
             
Gelatinase 
Leucolisina 
Lisozima 
NRAMP1 
CR1                 
CR3                
FRP              
CD14           
CD16 
Grânulos azurófilos 
(primários) 
Grânulos específicos 
(secundários) 
Grânulos gelatinase 
(terciários) 
Vesículas 
Secretoras 
Aumento da tendência para exocitose 
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Estes possuem maior actividade fagocítica que o monócito, pois são cerca de 5 a 10x 
maiores, possuem mais organitos intracelulares e mais complexos, produzem níveis 
elevados de enzimas hidrolíticos e segregam uma variedade de factores solúveis, que os 
ajuda na eliminação de agentes invasores (Kuby, 2003). 
  
 
 
Figura 3 – Morfologia típica de um (A) monócito e (B) macrófago (adaptado de Kuby, 2003) 
 
1.3. Extravasão dos leucócitos dos vasos sanguíneos para os tecidos 
 
As células fagocíticas patrulham continuamente a vasculatura em busca de sinais de 
infecção bacteriana ou inflamação. As substâncias libertadas pelos agentes invasores, 
como lipopolisacáridos (LPS), os quimioatractores clássicos como fMLP, ou ainda, a 
existência de lesão tecidual, como o factor de necrose tumoral-α (TNF-α), aumentam a 
expressão de moléculas de adesão no endotélio vascular, fazendo com que se inicie a 
extravasão de leucócitos para a área inflamada (figura 4) (Selvatici et al., 2006). 
 
A B 
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Figura 4 - Extravasão dos leucócitos para o local inflamado (adaptado de Kallenberg et al., 
2006) 
 
A extravasão de leucócitos dos vasos sanguíneos para os tecidos envolve diversos 
passos: contacto aleatório, rolamento, fixação, diapedese e quimiotaxia. Quando os 
leucócitos se aproximam da parede do capilar perto de áreas inflamadas, o contacto 
aleatório é substituído pelo rolamento dos leucócitos sobre a parede do vaso. Esta 
interacção é de fraca afinidade e é definida como o movimento dos leucócitos sobre a 
parede dos vasos. O rolamento é mediado pelas moléculas de adesão da família das 
selectinas, as quais possuem partes complementares no leucócito e na parede do vaso, o 
que permite a interacção entre ambos. Nesta altura, dá-se a mobilização das vesículas 
secretoras do neutrófilo. A fixação do leucócito à parede do vaso é a interacção mais 
forte e é mediada pelas moléculas de adesão β 2-integrinas (CD11/CD18), presentes no 
leucócito, e pelas moléculas de adesão intercelulares (ICAMs) das células endoteliais. 
Após esta ligação forte, dá-se a diapedese, onde os leucócitos iniciam a sua migração 
através do endotélio via junções intercelulares para o espaço subendotelial. Durante a 
dispedese dá-se a exocitose dos grânulos gelatinase, os quais libertam metaloproteinases 
Introdução Teórica 
 
8 
 
que provavelmente têm um papel importante na degradação da membrana vascular, a 
membrana que separa o endotélio da matriz extracelular. Dá-se, igualmente, a 
desgranulação parcial dos grânulos específicos e azurófilos (Faurschou and Borregaard, 
2003; Selvatici et al., 2006).  
Finalmente, os leucócitos são atraídos para os locais inflamados – quimiotaxia – 
através da produção de mediadores quimioatractores endógenos e exógenos. Os 
exógenos provêm dos agentes invasores, os quais incluem o fMLP, lectinas, alguns 
lípidos e LPS. Os endógenos são produzidos pelo organismo hospedeiro e são do tipo 
humoral (fragmentos do complemento, etc.) ou do tipo celular (leucotrieno, citocinas, 
etc.). Já no local inflamado o leucócito pára o seu movimento e inicia o programa de 
eliminação do agente invasor (Selvatici et al., 2006).  
 
1.4. Activação dos leucócitos 
 
Como foi referido anteriormente, os leucócitos são atraídos aos locais inflamados 
através de substâncias libertadas por agentes invasores (ex.: LPS) ou através de 
quimioatractores (ex.: fMLP). Uma vez no local, a célula inicia o processo de 
fagocitose, através do qual elimina os agentes invasores. A activação dos leucócitos é 
iniciada pela ligação do ligando (ex.: fMLP, LPS) ao seu receptor na célula, o que leva à 
activação de uma série de cascatas de transdução de sinal que culmina na activação de 
proteínas e na transcrição de genes essenciais à fagocitose do agente invasor (Selvatici 
et al., 2006).  
 
1.4.1. Acção do fMLP e PMA 
 
Após a ligação do fMLP ao seu receptor na célula, este muda de conformação 
permitindo a sua interacção com a proteína G. Esta proteína é extremamente importante 
nas células fagocíticas, pois medeia a maioria, se não todos os efeitos estimuladores das 
substâncias quimioatractoras. Após a interacção atrás referida, o GDP é fosforilado a 
GTP e dá-se a dissociação das subunidades β e γ da proteín a G. A proteína G activa 
ainda o fosfolipase C (PLC), a qual hidrolisa o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato a inositol-
1,4,5-trifosfato (Ins(1,4,5)P3) e a diacilglicerol (DAG). O Ins(1,4,5)P3 activa os canais 
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de Ca2+ levando à sua libertação para o espaço intracelular e o DAG activa a proteína 
cinase C (PKC). Esta última juntamente com o fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) leva à 
fosforilação e activação de outras proteínas, entre as quais os componentes 
citoplasmáticos do NADPH oxidase, que tem um papel fundamental na eliminação do 
agente invasor pelo leucócito (figura 5) (Selvatici et al., 2006). 
 
 
Figura 5 - Esquema dos eventos intracelulares envolvidos na activação de leucócitos pelo 
fMLP (adaptado de Montecucco and Rappuoli, 2001) 
 
O acetato miristato de forbol (PMA) é utilizado in vitro na activação dos neutrófilos. 
O PMA é um composto sintético inespecífico, promotor de tumores, que actua 
mimetizando o DAG, resultando na activação do PKC que, da mesma forma, vai activar 
o NADPH oxidase (figura 6). O PMA não é rapidamente metabolizado o que provoca 
uma activação do PKC continuada (Nelson and Cox, 2000).  
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Figura 6 - Esquema dos eventos intracelulares envolvidos na activação de neutrófilos 
associados à PKC e ao PMA (Morena et al., 2002) 
 
1.4.2. Acção do LPS 
 
O reconhecimento do LPS necessita de outras moléculas além do seu receptor 
celular, receptor Toll-like (TLR)-4. O LPS liga-se à proteína que liga o LPS (LBP), 
presente no soro, e este complexo é reconhecido pelo CD14, uma proteína ancorada à 
membrana e preferencialmente expressa em monócitos/macrófagos e neutrófilos. A 
estimulação com LPS é seguida por um aumento na proximidade entre CD14 e o TLR4. 
A proteína MD-2 foi identificada como a molécula que se associa ao domínio 
extracelular do TLR4 e aumenta a resposta ao LPS. Após a ligação deste complexo ao 
TLR4, este forma um homodímero, o que resulta numa mudança conformacional no seu 
domínio citoplasmático receptor Toll/interleucina-1 (TIR) e no consequente 
recrutamento e ligação da proteína adaptadora MyD88 (Myeloid differentiation primary 
response gene (88)) a este domínio através de uma interacção homofílica. A proteína 
MyD88 recruta o receptor da interleucina-1 associado a cinase (IRAK) para o complexo 
do receptor. A proteína IRAK sofre autofosforilação e dissocia-se do complexo receptor 
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e recruta o receptor do TNF associado ao factor 6 (TRAF6). Esta proteína activa 
algumas cinases, nomeadamente o complexo IκB cinase (IKK) que leva à activação do 
factor de transcrição NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 
cells) (figura 7). Este tema vai ser abordado em mais pormenor na secção 2. (Zhang and 
Ghosh, 2001; Takeda et al., 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7 - Esquema dos eventos intracelulares envolvidos na activação de leucócitos por 
LPS (adaptado de Aderem and Ulevitch, 2000 e Akira et al., 2001) 
membrana 
TLR4 
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1.5. Fagocitose 
 
A fagocitose é o processo pelo qual as células fagocíticas, como os neutrófilos e 
monócitos, eliminam o agente invasor. Este processo pode ser dividido em várias fases. 
A primeira fase consiste no reconhecimento do agente invasor pelas células fagocíticas 
que conseguem reconhecer agentes invasores opsonizados e não-opsonizados. A 
opsonização consiste na ligação de anticorpos (ex.: IgG) ou de fracções do 
complemento (ex.: C3b) ao agente invasor. Este processo facilita o encontro da célula 
fagocítica com o agente invasor, pois esta expressa receptores tanto para os anticorpos 
(ex.: Fc) como para as fracções do complemento (ex.: CR1) (figura 8) (Kuby, 2003; 
Lee et al., 2003; Mira, 2004a).  
 
 
Figura 8 - Representação esquemática do reconhecimento do agente invasor pela célula 
fagocítica, por opsonização (Kuby, 2003) 
 
A segunda fase consiste na ingestão do agente invasor, através da formação de 
pseudópodes; em seguida dá-se a formação do vacúolo fagocítico (fagossoma), ficando 
o agente invasor isolado no interior da célula fagocítica; na fase seguinte dá-se a fusão 
dos invólucros que contêm os agentes microbicidas (grânulos e lisossomas) com o 
vacúolo fagocítico, culminando na morte do agente invasor (figura 9) (Kuby, 2003; 
Mira, 2004a). 
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Figura 9 - Fases da fagocitose (adaptado de Kuby, 2003) 
 
No processo de fagocitose as células fagocíticas podem matar o agente invasor 
recorrendo a variados mecanismos dependentes e independentes de oxigénio (Faurschou 
and Borregaard, 2003). 
Inserido nos mecanismos independentes de oxigénio está a morte do agente invasor 
pela libertação dos agentes microbicidas dos grânulos e lisossomas para o fagossoma, os 
quais são capazes de romper a membrana bacteriana (ex.: lisozima) e de interferir com 
mecanismos metabólicos dependentes de ferro das bactérias (ex.: lactoferrina) 
(Faurschou and Borregaard, 2003).  
Dentro dos mecanismos dependentes de oxigénio está a morte do agente invasor pela 
geração de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e de azoto (RNS), capazes de lesar os 
constituintes dos agentes invasores. A formação de espécies reactivas não é 
independente da desgranulação, pois entre os conteúdos dos grânulos, estão enzimas e 
proteínas necessárias à geração de ROS e RNS, como o mieloperoxidase e o citocromo 
b558, constituinte do NADPH oxidase. Estas espécies reactivas são geradas através da 
activação de uma sequência metabólica (inactiva nas células em repouso), a qual 
envolve os enzimas NADPH oxidase, superóxido dismutase, óxido nítrico sintase e 
mieloperoxidase (Babior, 2000; Faurschou and Borregaard, 2003; Roos et al., 2003; 
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Selvatici et al., 2006). Este último processo é o que nos interessa particularmente e será 
descrito com maior pormenor na secção seguinte. 
É o efeito global da acção dos diversos mecanismos dependentes e independentes de 
oxigénio das células fagocíticas que lhes permite ter uma elevada capacidade para matar 
os agentes invasores (figura 10). 
 
 
Figura 10 - Morte do agente invasor por vários mecanismos, pelo neutrófilo (adaptado de 
Pham, 2006) 
 
1.6. Geração de espécies reactivas 
 
As células fagocíticas produzem uma série de espécies oxidantes que usam na 
destruição de agentes invasores. Estes oxidantes são gerados por 4 enzimas: NADPH 
oxidase, superóxido dismutase, óxido nítrico sintase e mieloperoxidase (eosinófilo 
peroxidase no caso dos eosinófilos) (Babior, 2000).  
 
1.6.1. NADPH oxidase 
 
Nas células fagocíticas não activadas, as diferentes proteínas que constituem o 
NADPH oxidase encontram-se distribuídas entre o citoplasma e as membranas dos 
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grânulos específicos do neutrófilo. No citoplasma encontram-se as proteínas p47phox, 
p67phox e p40phox e nas membranas dos grânulos específicos encontra-se o citocromo 
b558, uma flavo-hemoproteína constituída por 2 subunidades fortemente associadas, as 
proteínas gp91phox e p22phox. Quando se dá a activação do leucócito, o citocromo b558 é 
translocado para a membrana do fagossoma, através da fusão dos grânulos com esta e, 
após várias fosforilações, as proteínas citoplasmáticas que se encontram num complexo, 
são libertadas, indo interagir com o citocromo b558, formando assim o complexo 
NADPH oxidase activo (figura 11) (Babior, 2000; Roos et al., 2003; Mira, 2004a;).  
 
 
 
Figura 11 - Activação do complexo NADPH oxidase nas células fagocíticas (adaptado de 
Roos et al., 2003) 
 
O NADPH oxidase possui um centro redox que transfere electrões do NADPH 
citosólico, que se forma através da via dos fosfatos de pentose, para o oxigénio 
extracelular (ou intrafagossómico), gerando o radical anião superóxido (O2•−) (equação 
1) (Babior, 2000; Roos et al., 2003; Mira, 2004a; Segal, 2005): 
  
 
+−•+ ++→+ H2ONADP2ONADPH 22  Equação 1 
 
O superóxido é um oxidante e redutor moderado com uma actividade biológica 
limitada; reduz alguns complexos de ferro para permitir a produção de radicais hidroxilo 
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pela reacção de Fenton, inactiva proteínas ferro/enxofre libertando ferro e tem uma 
permeabilidade membranar limitada (Hampton et al., 1998; Halliwell, 2006). 
Do consumo de O2 necessário à produção de O2•− pelo NADPH oxidase, resulta o 
chamado estímulo respiratório (respiratory burst) característico da fagocitose. O 
estímulo respiratório é então necessário para que se possam formar as primeiras ROS 
que darão origem a todas as outras ROS e RNS (Babior, 2000; Roos et al., 2003; Mira, 
2004a). 
 
1.6.2. Superóxido dismutase  
 
Existem 2 tipos de superóxido dismutase nos eucariotas, uma com acção constitutiva 
presente no citoplasma e outra induzível presente nos mitocôndrios. Esta última 
aumenta de concentração em condições de stress, tais como, nas situações em que 
aumenta a produção de TNF-α (Babior, 2000). 
No interior do fagossoma, o superóxido dismuta, espontaneamente ou catalisado pelo 
superóxido dismutase, sendo convertido em peróxido de hidrogénio (H2O2) (equação 2) 
(Babior, 2000; Roos et al., 2003): 
 
 2222 OHO2H2O +→+
+−•
 Equação 2 
 
A reacção de dismutação é uma reacção de oxidação-redução em que a mesma 
molécula pode actuar como oxidante e como redutor. Na reacção de dismutação do O2•− 
2 moléculas reagem entre si originando um produto oxidado (O2) e um produto reduzido 
(H2O2). A reacção de dismutação espontânea do O2•− necessita pois de 2 moléculas, 
enquanto a dismutação catalisada pelo enzima necessita apenas de 1 molécula de O2•− e 
do enzima. Assim, em situações de baixa concentração de O2•−, a reacção catalisada 
pelo enzima é preferencialmente utilizada (Babior, 2000). 
O peróxido de hidrogénio é um agente oxidante que atravessa facilmente as 
membranas e reage lentamente com varias moléculas, nomeadamente com tióis e 
proteínas hémicas. Da reacção com proteínas hémicas resultam espécies radicalares que 
podem desencadear reacções radicalares como, por exemplo, a peroxidação de lípidos. 
Reage, também, com sais de ferro e cobre reduzidos (Fe2+ e Cu2+) para gerar radicais 
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hidroxilo (HO•) (reacção de Haber-Weiss – equações 3 e 4) (Hampton et al., 1998; 
Mira, 2004ª, Halliwell, 2006): 
 
 
++−• +→+ 22
3
2 FeOFeO  Equação 3 
 
 
•−++ ++→+ HOHOFeOHFe 322
2
 Equação 4 
 
O radical hidroxilo é extremamente reactivo com a maioria das moléculas biológicas, 
causa mutações e quebras nas cadeias do ácido desoxirribonucleico (DNA), leva à 
inactivação de enzimas, peroxidação de lípidos e gera radicais secundários de 
bicarbonato e cloreto (Hampton, 1998). Devido à grande reactividade deste radical é 
improvável que origine a morte do agente invasor no vacúolo fagocítico, pois até atingi-
lo vai reagindo com inúmeros constituintes do próprio vacúolo fagocítico (Halliwell, 
2006).  
 
1.6.3. Óxido nítrico sintase 
 
O enzima óxido nítrico sintase catalisa a formação de óxido nítrico (•NO) a partir da 
L-arginina, oxigénio e NADPH (equação 5) (Babior, 2000; Mira, 2004a): 
 
 +• +−+→++− HcitrulinaLNONADPHOargininaL 2  Equação 5 
 
Existem 2 formas deste enzima: constitutiva e induzível. A forma constitutiva é um 
enzima com actividade baixa que produz NO em pequena quantidade que vai actuar 
como molécula sinalizadora, desempenhando um papel fundamental no endotélio 
vascular e no sistema nervoso central. A sua forma induzível é um enzima com alta 
capacidade catalítica que é produzida pelas células fagocíticas quando são activadas, 
nomeadamente quando são expostas a citocinas e/ou LPS (Babior, 2000). 
O óxido nítrico forma complexos com hemos, inactiva centros ferro/enxofre, dá 
origem a nitrosotióis e pode reagir com o superóxido para formar peroxinitrito 
(ONOO) (equação 6) (Hampton, 1998; Babior, 2000; Mira, 2004b). 
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 −−•• →+ ONOOONO 2  Equação 6 
 
Uma grande variedade de biomoléculas pode ser oxidada directamente pelo 
peroxinitrito in vitro ou por radicais secundários ( −•3CO , 2NO
• , HO•). Os principais 
alvos biológicos do peroxinitrito são os sulfidrilos, os centros de metais de transição e o 
dióxido de carbono. (Santos and Mira, 2004). 
 
1.6.4. Mieloperoxidase 
 
A mieloperoxidase (MPO) é uma das proteínas mais abundantes nos neutrófilos e 
existe, também, nos monócitos e macrófagos, mas em menor quantidade. Nos 
eosinófilos existe uma outra peroxidase que é designada por eosinófilo peroxidase 
(EPO). Estes enzimas catalisam a formação de ácidos hipoalosos (HOCl, HOBr e HOI), 
na presença do respectivo halogéneo (Cl, Br e I) e de peróxido de hidrogénio (Babior, 
2000; Mira, 2004a ; Lau and Baldus, 2006). 
Como já foi referido, a MPO está armazenada nos grânulos azurófilos dos neutrófilos 
e monócitos e durante a fagocitose é libertada para o fagossoma. Os monócitos perdem 
gradualmente este enzima durante o processo de diferenciação em macrófagos, os quais 
perdem a capacidade para o sintetizar. Desta forma os macrófagos adquirem este 
enzima através da endocitose de neutrófilos ou da própria mieloperoxidase. (Babior, 
2000; Lau and Baldus, 2006).  
A mieloperoxidase tem como substrato principal o Cl em detrimento do Br, 
enquanto o oposto se verifica para a EPO. Desta forma, na presença de Cl e de 
peróxido de hidrogénio, a mieloperoxidase catalisa a formação de ácido hipocloroso 
(HOCl) (equação 7) (Babior, 2000; Mira, 2004a): 
 
 OHHOClHOHCl 222 +→++
+−
 Equação 7 
 
Na presença de peroxidases, as células fagocíticas também podem gerar radicais 
hidroxilo, numa reacção semelhante à de Haber-Weiss, mas independente de iões ferro 
(equações 8-10) (Mira, 2004a; Klebanoff, 2005): 
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 ⋅+→++
+−•−•
22222 OOH2HOO  Equação 8 
 
 
−− +→+ HOHOClClOH 22  Equação 9 
 
 
•−−• ++→+ HOOClOHOCl 22  Equação 10 
 
Na presença de iões ferro, numa reacção semelhante à de Fenton, mas mais rápida 
(equação 11) (Mira, 2004a; Halliwell, 2006): 
 
 •+−+ ++→+ HOFeClFeHOCl 32  Equação 11 
 
Na figura 12 ilustra-se a sequência metabólica para a formação de algumas das 
espécies reactivas referidas acima: 
 
 
Figura 12 - Sequência metabólica para a formação de algumas espécies reactivas de 
oxigénio (adaptado de Hampton et al., 1998) 
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1.7. Reacções do HOCl 
 
O HOCl é extremamente importante na defesa do organismo contra agentes 
invasores, pois é um oxidante extremamente poderoso com uma vasta gama de alvos 
biológicos, mas é mais selectivo que o HO•, sendo considerado o oxidante produzido 
pelos neutrófilos com maior capacidade bactericida. Os seus alvos preferidos são tióis e 
tioésteres, mas também clora fenóis e ligações insaturadas e oxida centros de ferro 
(Hampton, 1998).  
O HOCl reage ainda com grupos NH2 do DNA, proteínas e lípidos para produzir 
cloraminas, as quais também são bons agentes antibacterianos mas são menos reactivas 
para com as biomoléculas do hospedeiro. A clorotaurina é cloramina mais abundante, 
pois a taurina é o aminoácido livre mais abundante nas células. As cloraminas têm um 
tempo de vida maior que o HOCl e também reagem com tióis, tioésteres e centros de 
ferro. A sua toxicidade variável depende da sua polaridade e permeabilidade à 
membrana. As cloraminas podem ainda originar aldeídos potencialmente tóxicos 
(Hampton, 1998; Halliwell, 2006). 
O vacúolo fagocítico é rico em proteínas e outros agentes que podem reagir com o 
HOCl e as cloraminas, logo estas espécies reactivas podem até nem alcançar o agente 
invasor. Vários estudos também já demonstraram que humanos com deficiência em 
MPO não apresentam uma susceptilidade aumentada para infecções, a não ser a 
infecção por Candida. Esta deficiência é relativamente comum em humanos, com uma 
frequência de 1 caso por 4000 pessoas, ou seja, deficiência em MPO e 
consequentemente a não produção de HOCl não parece ter uma grande importância no 
combate ao agente invasor, pois provavelmente haverá outros mecanismos oxidativos 
alternativos. De facto, células com deficiência em MPO consomem mais oxigénio e 
demonstram maior produção de superóxido e peróxido de hidrogénio, acompanhados 
com um aumento da fagocitose e desgranulação, no entanto ainda há uma grande 
controvérsia neste campo (Hampton, 1999; Halliwell, 2006). 
O HOCl também consegue inactivar a sensibilidade para moléculas de quórum das 
bactérias S. aureus. Estas moléculas permitem às bactérias comunicarem entre si e 
quando o seu nível atinge um patamar indicativo de quórum bacteriano suficiente, a 
expressão genética da bactéria é alterada, de forma a aumentar a virulência. 
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Em situações de inflamação, seja crónica ou aguda, em que as células fagocíticas são 
activadas inapropriadamente ou em situações de deficiente eliminação do HOCl, este 
pode tornar-se extremamente lesivo para os tecidos do próprio organismo hospedeiro 
devido à sua grande reactividade (Babior, 2000; Klebanoff, 2005). 
Doenças inflamatórias crónicas como a artrite reumatóide, hepatite, colite ulcerativa, 
pancreatite e a doença de Crohn estão associadas com danos teciduais severos, 
incluindo um aumento na oxidação, nitração, cloração (e por vezes bromação) de 
proteínas, lípidos e DNA são indicativos da grande formação de espécies reactivas. 
Espécies reactivas como o HOCl, −ONOO , HOBr, •HO  e H2O2 são tóxicas para a 
maioria das células humanas em cultura e a instilação destas nos tecidos pode causar 
danos graves (Halliwell, 2006). 
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2. As espécies reactivas de oxigénio e de azoto como moléculas 
sinalizadoras – modulação do factor de transcrição NF-κB 
 
Convencionalmente considera-se que as ROS e RNS funcionam principalmente na 
defesa do hospedeiro como agentes microbicidas, em virtude da sua capacidade para 
matar directamente agentes patogénios. No entanto, as ROS e RNS também participam 
como moléculas sinalizadoras, pois modulam cinases e fosfatases proteicas e lipídicas, 
receptores de membrana, canais iónicos e factores de transcrição, incluindo o NF-κB, o 
c-fos e o c-jun (figura 13) (Clark and Valente, 2004; Fialkow et al., 2007). Vai ser 
apenas abordada, em pormenor, a activação do NF-κB.  
 
               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13 - Espécies reactivas envolvidas na regulação da resposta inflamatória (adaptado 
de Fialkow et al., 2007) 
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Inicialmente, pensava-se que o NF-κB era directamente activado pela PKC, mas 
vários estudos posteriores demonstraram que na presença de inibidores deste enzima, o 
NF-κB continuava a ser activado, o que já não se verificava na presença de captadores 
de ROS, o que veio confirmar a importância destas espécies na activação do NF-κB. 
Actualmente, sabe-se que a activação do NF-κB por citocinas, nomeadamente por TNF-
α, é dependente da produção de ROS, e pensa-se que provavelmente a activação do NF-
κB, nas células fagocíticas activadas por LPS, seja também dependente destas espécies 
(Schreck et al., 1991; Clark and Valente, 2004; Fialkow et al., 2007).  
O NF-κB é expresso de forma ubíqua e está envolvido na indução rápida da 
expressão de genes implicados na resposta inflamatória aguda, que incluem citocinas, 
receptores de citocinas, moléculas de adesão, entre outros (Fialkow et al., 2007).  
 
2.1. O Factor de transcrição NF-κB 
 
O NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) é um 
factor nuclear (NF) que foi descoberto nas células B. O seu nome deriva também da sua 
localização nuclear e capacidade de ligação à sequência promotora do gene que codifica 
a cadeia leve-κ das imunoglobulinas (κB). O NF-κB é formado por dímeros proteicos, 
cujas subunidades contêm domínios com uma homologia estrutural com a oncoproteína 
retroviral v-Rel, resultando na sua classificação como proteínas NF-κB/proteínas Rel 
(Sen and Baltimore, 1986; Ghosh et al., 1990).  
O termo NF-κB é vulgarmente usado para referir o heterodímero activador da 
transcrição clássico, que é formado pelas subunidades p50 e p65 (RelA). No entanto, a 
família deste factor de transcrição compreende ainda as subunidades RelB, c-Rel e p52. 
As subunidades p50 e p52 resultam do processamento proteolítico das proteínas 
precursoras p105 e p100, respectivamente. As subunidades do NF-κB partilham uma 
região N-terminal, denominada de domínio de homologia Rel (RHD), que é responsável 
pela localização nuclear (NLS), dimerização, ligação ao DNA e interacção com as 
proteínas inibidoras IκB. Os complexos p50/p65, p50/c-Rel, p65/p65 e p65/c-Rel são 
transcricionalmente activos, no entanto, os homodímeros de p50 e p52 são 
transcricionalmente repressivos. A proteína RelB demonstra uma maior flexiblidade 
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reguladora e pode ser activadora ou repressora (Liang et al., 2004; Gloire et al., 2006; 
Roman-Blas and Jimenez, 2006; Pereira and Oakley, 2008; Uwe, 2008). 
 
2.2. Activação do NF-κB – Clássica e alternativa 
 
O NF-κB está presente no citoplasma da maioria das células de mamífero numa 
forma inactiva complexada com a proteína inibidora IκB. A família de proteínas IκB 
agrega 3 subgrupos: as IκBs clássicas (IκBα, IκBβ e IκBγ), os precursores do NF-κB 
(p100 e p105) e as IκBs invulgares (Bcl-3, IκBξ e IκBNS). A ligação da proteína IκB ao 
NF-κB mascara eficientemente a sequência de localização nuclear presente no RHD, 
resultando na sequestração citoplasmática dos dímeros do NF-κB (Roshak et al., 2002; 
Liang et al., 2004; Gloire et al., 2006; Roman-Blas and Jimenez, 2006; Pereira and 
Oakley, 2008; Uwe, 2008). 
O NF-κB pode ser activado através de 2 processos principais, o clássico (canónico) e 
o alternativo (não-canónico) (figura 14).  
 
 
Figura 14 - Processos de activação do NF-κB clássico e alternativo (adaptado de Gloire et 
al., 2006) 
Processo clássico 
(LPS, TNF-α, IL-1) 
Processo alternativo 
(LTβ, CD40L, BAFF) 
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No processo clássico de activação do NF-κB, a célula é activada por uma variedade 
de mediadores do sistema imunitário inato e adaptativo, nomeadamente citocinas 
(incluindo TNF-α e IL-1β), endotoxinas (LPS), espécies reactivas de oxigénio, proteínas 
virais e stresse físico. Apesar de todos estes estimuladores do NF-κB ligarem-se a 
diferentes receptores e sinalizarem diferentes proteínas adaptadoras, todos eles 
convergem na activação do complexo IκB cinase (IKK), o qual consiste em 2 
subunidades catalíticas, IKKα e IKKβ e a subunidade reguladora e estrutural IKKγ, 
também conhecida por modulador essencial do NF-κB (NEMO). Uma vez activo por 
fosforilação, o complexo IKK fosforila a subunidade IκBα da proteína IκB em 2 
resíduos de serina na região N-terminal (Ser32 e Ser36). Estes eventos de fosforilação 
marcam a proteína IκB para ubiquitinação pela acção da ubiquitina ligase (E3) e 
subsequente degradação proteolítica pelo 26S proteossoma. Este processo leva à 
libertação do NF-κB e à sua consequente translocação para o núcleo, onde regula a 
transcrição de vários genes muito importantes na inflamação. No processo alternativo, a 
célula é activada pelo factor de activação das células B (BAFF), linfotoxina β (LTβ), 
ligando CD40, entre outros. Este processo prossegue via activação da cinase indutora do 
NF-κB (NIK) que activa, por fosforilação, o dímero IKKα, o qual fosforila a 
subunidade p100, induzindo o seu processamento proteolítico a p52. A activação deste 
processo leva à translocação nuclear do heterodímero p52/RelB e é particularmente 
importante na maturação das células B e na formação de órgãos linfóides (Roshak et al., 
2002; Liang et al., 2004; Gloire et al., 2006; Roman-Blas and Jimenez, 2006; Pereira 
and Oakley, 2008; Uwe, 2008). 
 
2.3. Genes alvo/Importância do NF-κB 
 
O NF-κB regula a transcrição de imensos genes, nomeadamente os que estão 
envolvidos na inflamação e imunidade, anti-apoptose, proliferação celular e na sua 
própria inibição (feedback negativo). Os genes regulados pelo NF-κB, essenciais para a 
resposta imunitária durante a inflamação, incluem aqueles que codificam citocinas, 
moléculas de adesão celular, quimiocinas, receptores e enzimas induzíveis. O NF-κB 
também regula a transcrição de genes envolvidos na regulação da proliferação celular, 
apoptose e na progressão do ciclo celular. Outros dos alvos da transcrição do NF-κB são 
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os seus repressores, os quais se ligam ao NF-κB ainda no núcleo sequestrando -o de 
novo para o citoplasma (Liang et al., 2004; Shishodia and Aggarwal, 2004; Roman-Blas 
and Jimenez, 2006; Uwe, 2008). O quadro I sumariza alguns dos genes mais relevantes 
regulados pelo NF-κB. 
 
Quadro I – Genes relevantes regulados pelo NF-κB (adaptado de Roman-Blas and Jimenez, 
2006) 
Genes que codificam moléculas envolvidas na inflamação e imunidade 
Citocinas IL-1β, IL-2, IL-6, IL-12, IFN-γ, TNF-α, GM-CSF 
Moléculas de adesão E-selectina, ICAM, VCAM 
Quimiocinas IL-8, MIP-1α 
Receptores MHC, CD40, TLR-2 
Enzimas induzíveis iNOS, COX-2 
Genes que codificam moléculas envolvidas na proliferação celular, apoptose e 
ciclo celular 
Anti-apoptose c-IAP1, c-IAP2, TRAF1, TRAF2, Bcl2 
Apoptose Bax, caspase 11, Fas, FasL 
Proliferação c-myc, ciclina D1 
Genes que codificam moléculas envolvidas no feedback negativo do NF-κB 
 IκBα, IκBβ 
IL (interleucina), IFN-γ (interferão -γ), GM-CSF (factor estimulador de colónias de granulócitos-
macrófagos), ICAM (moléculas de adesão intercelular), VCAM (moléculas de adesão das células 
vasculares), MIP-1α (proteína inflamatória de macrófagos-1α), MHC (complexo maior de 
histocompatibilidade), TLR-2 (receptor Toll-like-2), iNOS (óxido nítrico sintase induzível), COX-2 
(ciclooxigenase-2), c-IAP (proteína celular inibidora da apoptose), TRAF1 (receptor do TNF associado ao 
factor 1). 
 
O NF-κB é então essencial para o funcionamento normal do sistema imunitário e no 
equilíbrio entre a sobrevivência/apoptose das células (quadro II). 
 
2.4. Efeitos lesivos do NF-κB 
 
Como já foi referido anteriormente, o NF-κB tem um papel essencial no organismo, 
nomeadamente no bom funcionamento do sistema imunitário. No entanto, uma 
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regulação inapropriada da actividade deste factor de transcrição tem sido implicada em 
diversas doenças inflamatórias podendo levar mesmo ao desenvolvimento de cancro. A 
activação excessiva ou prolongada do NF-κB pode ser provocada em vários passos da 
activação do NF-κB, nomeadamente na ligação do estímulo ao receptor, na cascata de 
sinalização que leva até à activação do IKK, na activação do próprio IKK, na 
degradação do IκB , na translocação do NF-κB para o núcleo e na sua ligação ao DNA  
(Gilmore and Herscovitch, 2006; Roman-Blas and Jimenez, 2006).  
O NF-κB está altamente activado nos locais de inflamação de diversas doenças, 
como na artrite reumatóide, osteoartrite, doença inflamatória intestinal, esclerose 
múltipla, aterosclerose e asma. Nestas doenças verifica-se, também, um aumento do 
recrutamento de células inflamatórias e da produção de mediadores pró-inflamatórios, 
como a IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-α, todos eles regulados pelo NF-κB, o que a longo prazo 
leva à lesão dos tecidos (Tak and Firestein, 2001; Li and Verma, 2002; Roman-Blas and 
Jimenez, 2006). 
 O NF-κB também está implicado no desenvolvimento de cancro, pois vários estudos 
demonstraram que este está constitutivamente activo nas células cancerígenas, 
independentemente da presença de estímulo, ao contrário do que acontece nas células 
ditas normais. O NF-κB é activado por diversos carcinogénios, tais como o 7,12-
dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) e fumo do cigarro e por alguns promotores tumorais, 
como o PMA. Para além disto, o NF-κB está implicado em diferentes fases do processo 
de desenvolvimento tumoral devido aos genes que regula, nomeadamente no 
crescimento e proliferação descontrolados das células, na evasão à apoptose, na 
angiogénese, invasão e metastização (Bharti and Aggarwal, 2002; Shishodia and 
Aggarwal, 2004; Karin and Greten, 2005; Li et al., 2005; Aggarwal et al., 2006; 
Bassères and Baldwin, 2006; Kim et al., 2006). 
O quadro II sumariza os efeitos benéficos e prejudiciais da activação do NF-κB. 
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Quadro II – Efeitos benéficos e prejudiciais da activação do NF-κB (adaptado de Shishodia 
and Aggarwal, 2004) 
NF-κB 
Efeitos benefícios Efeitos prejudiciais 
Imunidade inata 
Inflamação crónica – Doenças 
inflamatórias 
Vigilância imune Proliferação 
Apresentação de antigénio Angiogénese 
Desenvolvimento e 
proliferação das células B 
Invasão 
Desenvolvimento e 
proliferação das células T 
Metastização 
 
 
2.5. Bloqueadores do NF-κB 
 
Tendo em conta a importância do NF-κB no desenvolvimento de doenças 
inflamatórias e de cancro, este factor de transcrição é um alvo da terapia anti-
inflamatória e anti-cancerosa (Gilmore and Herscovitch, 2006; Kim et al., 2006; 
Roman-Blas and Jimenez, 2006; Uwe, 2008).  
Os inibidores do NF-κB podem ser divididos em agentes que actuam na sinalização 
do NF-κB a vários níveis, nomeadamente acima do IKK (ex.: a nível de um receptor), 
directamente no complexo IKK ou na fosforilação da IκB, na ubiquitinação ou 
degradação proteossomal do IκB, na translocação nuclear do NF-κB, na ligação do NF-
κB ao DNA e na transactivação génica do NF-κB (Gilmore and Herscovitch, 2006; Kim 
et al., 2006; Roman-Blas and Jimenez, 2006; Uwe, 2008).  
Existem vários compostos que demonstraram inibir a actividade do NF-κB, embora o 
seu modo de acção não seja bem claro. Os mais vulgarmente usados são os anti-
inflamatórios não esteróides (ex.: aspirina, ibuprofeno, sulindaco e indometacina) e os 
glucocorticóides (ex.: dexametasona e prednisona). Da mesma forma, alguns agentes 
anti-cancerosos (ex.: ciclosporina A) também já demonstraram inibir o NF-κB, os quais 
podem estar envolvidos na diminuição da actividade proliferativa, anti-apoptótica ou 
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inflamatória do NF-κB. Os antioxidantes (ex.: vitamina C e E) também poderão 
prevenir a activação do NF-κB captando as ROS (Gilmore and Herscovitch, 2006; Kim 
et al., 2006; Roman-Blas and Jimenez, 2006; Uwe, 2008).  
Muitos dos inibidores aqui referidos não são específicos para o NF-κB e possuem 
variados efeitos secundários. Assim é necessário encontrar compostos alternativos que 
sejam mais específicos na inibição do NF-κB, de forma a diminuir os efeitos 
secundários.  
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3. Flavonóides – pesquisa de novos compostos anti-
inflamatórios 
 
Os flavonóides são um grupo de cerca de 4000 compostos polifenólicos que são 
ubíquos em todas as plantas vasculares, existindo em quantidades substanciais em 
alimentos e bebidas de origem vegetal, tais como frutas, vegetais, chá, cacau e vinho 
tinto. Estes compostos protegem as plantas da radiação ultravioleta e de patogénios. Nas 
flores, atraem insectos polinizadores e são responsáveis pelas cores características das 
bagas, vinhos e alguns vegetais, que são a maior fonte de flavonóides na dieta 
(Havsteen, 2002; Heim et al., 2002; Gomes et al., 2008;). 
Os flavonóides têm sido alvo de considerável interesse científico e terapêutico, pois 
desde há muito tempo que são reconhecidos pelas suas acções anti-hepatotóxicas, anti-
inflamatórias, anti-aterogénicas, anti-alérgicas, anti-osteoporóticas e anti-cancerosas. 
Deste modo, estes compostos têm sido considerados como tendo efeitos benéficos nas 
doenças associadas ao envelhecimento, nomeadamente nas doenças cardiovasculares e 
neurodegenerativas e em algumas formas de cancro. Os efeitos benéficos na saúde 
provocados pelos flavonóides têm sido associados maioritariamente à sua acção 
antioxidante. No entanto, tem-se tornado evidente que o seu mecanismo de acção 
estende-se para além da modulação do stresse oxidativo. O mais provável é os efeitos 
protectores dos flavonóides estarem ligados à modulação de mecanismos sinalizadores 
intracelulares que são vitais para a função celular (Kim et al., 2004; Gomes et al., 
2008). 
 
3.1. Estrutura e nomenclatura 
 
Todos os flavonóides derivam de uma via biossintética comum, que converge na 
formação do primeiro flavonóide, a 2-hidroxichalcona. Este flavonóide constitui o core 
central de todos os outros flavonóides que são obtidos através da ciclização subsequente 
do anel da 2-hidroxichalcona. Estes flavonóides são caracterizados por conterem uma 
estrutura comum que consiste em 2 anéis aromáticos (A e B) que estão ligados por 3 
átomos de carbono que se combinam com 1 átomo de oxigénio e 2 átomos de carbono 
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do anel aromático A para formar um terceiro anel heterocíclico (anel C) (figura 15) 
(Pietta, 2000; Heim et al., 2002; Gomes et al., 2008). 
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Figura 15 – Estrutura geral dos flavonóides 
 
Os flavonóides podem ser agrupados em diferentes classes que diferem no padrão de 
oxidação e no padrão de substituição no anel C; dentro de uma mesma classe os 
compostos diferem no padrão de substituição dos anéis A e B. Quando a estrutura do 
anel C é um pirano heterocíclico, origina flavanóis (sem ligações insaturadas no anel C) 
e antocianidinas (com 2 ligações duplas); quando a estrutura do anel C é uma pirona, 
origina flavonóis (com 1 ligação dupla C2 ═ C3 e 1 grupo 3 -OH), flavonas (com 1 
ligação dupla C2 ═ C3), flavanonas (sem a ligação dupla C2 ═ C3)  e isoflavonas (com 
1 ligação dupla C2 ═ C3 mas a ligação ao anel B é através do C3 do anel C) (tabela I) 
(Gomes et al., 2008). 
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Tabela I – Estrutura geral das diversas classes de flavonóides e ocorrência em alimentos 
que fazem parte da dieta (Pietta, 2000; Heim et al., 2002) 
Classes Fontes na dieta Estrutura 
Flavanóis Chá 
5
7
O
3'
5'
4'
OH  
Flavonas 
Vinho tinto 
Pele dos frutos 
5
7
O
3'
5'
4'
O  
Flavonóis 
Brócolos 
Uvas 
5
7
O
3'
5'
4'
OH
O  
Flavanonas Citrinos 
5
7
O
3'
5'
4'
O  
Antocianidinas 
Cereja 
Morango 
5
7
O+
3'
5'
4'
 
Isoflavonas Soja 5
7
O
O
3'
5'
4'
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3.2. Actividade antioxidante in vitro 
 
Como já foi referido, muitos dos efeitos farmacológicos dos flavonóides são 
atribuídos à sua actividade antioxidante, a qual resulta da sua capacidade para (Pietta, 
2000; Gomes et al., 2008):  
 
 Captar radicais livres (O2•−, HO•, ROO•, •NO); 
 Captar espécies oxidantes não radicalares (HOCl, ONOO−); 
 Quelatar metais (ferro e cobre); 
 Impedir a formação de espécies reactivas por inibição de enzimas (COXs) e 
 Exercer um efeito sinergístico com outros antioxidantes (vitamina C). 
 
Variados estudos têm sido feitos com o objectivo de determinar relações estrutura-
actividade dos flavonóides em relação à captação de espécies radicalares, outras 
espécies reactivas não radicalares e na quelatação de metais (Rice-Evans et al., 1997; 
Heim et al., 2002; Mira et al., 2002; Silva et al., 2002; Santos and Mira, 2004; Gomes 
et al., 2008). 
Na captação de radicais sabe-se que as características estruturais mais importantes 
nos flavonóides são (figura 16): 
 
 O grupo orto-catecol no anel B; 
 A ligação dupla C2 ═ C3 conjugada com o grupo 4-oxo no anel C; e 
 Os grupos 3-OH no anel C e 5-OH no anel A. 
  
O grupo orto-catecol no anel B confere uma maior estabilidade ao radical formado, 
pois permite a formação de uma ponte de hidrogénio com o grupo hidroxilo adjacente. 
Para além disso, se existir a ligação dupla C2 ═ C3, esta permite a deslocalização 
electrónica do anel B para o grupo 4-oxo. A presença dos grupos 3-OH e 5-OH permite 
a deslocalização electrónica do grupo 4-oxo para ambos os substituintes (Heim et al., 
2002; Silva et al., 2002; Gomes et al., 2008).  
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Figura 16 – Características estruturais importantes dos flavonóides na captação de 
radicais (a negrito) 
 
Na captação de peroxinitrito (ONOO−) as características estruturais mais importantes 
nos flavonóides são as mesmas referidas para a captação de radicais, pois a nitração 
envolve a formação de radicais (Heim et al., 2002; Santos and Mira, 2004; Gomes et 
al., 2008). 
Na captação de HOCl, o grupo orto-catecol não parece ser uma característica 
estrutural importante, ao contrário da dupla ligação C2 ═ C3 e do grupo 3-OH no anel C. 
A dupla ligação C2 ═ C3 confere maior rigidez ao anel C e permite que os anéis A e C 
permaneçam numa posição mais coplanar. O grupo 3-OH, por sua vez, interage com o 
anel B através de uma ponte de hidrogénio o que contribui ainda mais para que os anéis 
A, B e C estejam no mesmo plano. Estas condições permitem a redistribuição dos 
electrões provenientes de substituintes ricos em electrões ligados ao anel A (como o Cl 
proveniente do HOCl) conferindo uma maior estabilidade à molécula. Os grupos 5 e 7-
OH no anel aromático A também são importantes, pois a cloração por HOCl deverá 
ocorrer em C6 e C8, tal como foi confirmado por espectrometria de massa no nosso 
laboratório (Justino et al., 2008) (figura 17). 
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Figura 17 - Características estruturais importantes dos flavonóides na captação de HOCl 
(a negrito) 
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Os flavonóides possuem 3 locais possíveis para a quelatação de metais. Estes locais 
são entre os grupos hidroxilo da estrutura orto-catecol do anel B, entre os grupos 3-OH 
ou 5-OH e o grupo 4-oxo (figura 18) (Heim et al., 2002; Mira et al., 2002; Gomes et 
al., 2008). 
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Figura 18 – Características estruturais importantes dos flavonóides na quelatação de 
metais (a negrito) 
 
3.3. Actividade antioxidante in vivo 
 
Com o intuito de avaliar ou compreender os potenciais efeitos benéficos dos 
flavonóides, no que diz respeito ao seu papel na prevenção ou tratamento de patologias 
é crucial conhecer as suas transformações químicas in vivo, uma vez que são 
extensamente metabolizados. A maioria dos flavonóides que ingerimos encontram-se na 
sua forma glicosilada e vários estudos demonstraram que a primeira etapa que ocorre no 
seu metabolismo é exactamente a sua desglicosilação. Em seguida, durante a sua 
passagem pelo intestino e mais tarde pelo fígado, os flavonóides sofrem reacções de 
metilação, glucuronidação e sulfatação, de tal forma que as suas actividades biológicas 
podem ser significativamente alteradas (Donovan et al., 2001; Spencer et al., 2003; 
Spencer et al., 2004). Por exemplo, o padrão de metabolização da quercetina, o 
flavonóide mais abundante na nossa dieta, varia com a dose, o tipo e o tempo de 
administração. De facto, estudos in vivo demonstraram que quando a quercetina era 
administrada em pequena dose na ração mas durante um tempo prolongado (3 semanas) 
a ratos Sprague Dawley, os metabolitos mais abundantes eram a metilação da 
quercetina, dando origem a isoramnetina (Justino et al., 2004; Santos et al., 2008). 
Desta forma, e tendo em vista as propriedades biológicas dos flavonóides in vivo é 
importante conhecer o seu efeito farmacológico final após metabolização. 
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Torna-se, assim, fundamental que na avaliação de propriedades anti-inflamatórias de 
flavonóides se analise, também, as propriedades de potenciais metabolitos. Justifica-se, 
assim, a inclusão da isoramnetina, uma forma metilada da quercetina, no estudo que a 
seguir se descreve sobre as propriedades anti-inflamatórias da quercetina.  
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4. Objectivo 
 
No trabalho que se apresenta pretendeu-se estudar as propriedades de alguns 
fitocompostos, com actividade antioxidante, como o flavonóide quercetina e o seu 
metabolito isoramnetina (tabela II), que poderão contribuir para a actividade anti-
inflamatória daqueles compostos, nomeadamente avaliar a capacidade para reagirem 
com o HOCl (um oxidante forte produzido pelos neutrófilos) e os seus efeitos na 
activação celular do factor de transcrição NF-kB.  
Especificamente pretendeu-se estudar as potenciais propriedades anti-inflamatórias 
dos flavonóides através das seguintes acções: 
- Avaliar a eficiência relativa para reagirem com o HOCl, produzido por neutrófilos 
humanos activados ex-vivo, através dum ensaio de competição baseado na oxidação da 
sonda fluorescente 3-aminofenilfluoresceína (APF) por espectrofluorimetria e 
citometria de fluxo. 
- A sua acção na modulação de genes pró-inflamatórios, através da activação do 
factor de transcrição NF-kB (análise por western blot) numa linha celular de monócitos 
humanos (células monocíticas THP1) estimulada por LPS. 
- Em paralelo, analisar-se-á a toxicidade dos compostos para as células usando como 
indicador da viabilidade celular o azul de alamar.  
 
Tabela II – Estrutura dos flavonóides estudados 
Flavonóide Estrutura 
Quercetina 
5
7
3
O
3'
4'
OH
OH
OH
OH
OH
O  
Isoramnetina 
5
7
3
O
3'
4'
OH
OH
OH
OH
O
O
CH3
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Foi também objectivo deste trabalho avaliar a capacidade de compostos referidos na 
literatura como bons captadores de HOCl, através do método da cloração da taurina 
usado em estudos anteriores para os flavonóides e em que se estabeleceram relações 
estrutura-actividade (Pereira, 2008). Os compostos de referência a estudar são o ácido 5-
aminosalicílico, o ácido lipóico reduzido e o ácido ascórbico (vitamina C), cujos 
estudos se apresentam em Anexo.  
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1. Reagentes e Soluções 
 
A acrilamida, a benzamidina, o azul de coomassie G-250, o anticorpo anti-β-actina 
(A 5060), o β-mercaptoetanol (βSH), a taurina, a catalase (EC 1.11.1.6), o azul de 
tripano, o reagente de Bradford, a albumina de soro de bovino (BSA), o tampão de 
fosfatos salino de Dulbecco (D-PBS), o dimetilsulfóxido (DMSO), o ácido 5-
aminosalicílico, o ácido ascórbico, o ácido lipóico reduzido, a pepstatina, o ditiotreitol 
(DTT), o fixador, o HEPES, o nonidet (Igepal CA-630), a leupeptina, a bis-acrilamida, 
o Percoll, a resina (Amberlite Dowex MR-3), a quercetina, o LPS, o dextrano, o 
piruvato de sódio, o fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF), a tetrametiletilenodiamina 
(TEMED), o Ponceau S, o revelador, o azul de bromofenol, o PMA e o sulfato de 
magnésio (MgSO4) foram adquiridos à Sigma Chemical Co. (Madrid, Espanha). O 
cloreto de sódio (NaCl), a glicina, o hidróxido de potássio (KOH), o dihidrogenofosfato 
de sódio (NaH2PO4), dihidrogenofosfato de potássio (KH2PO4), o metanol, a N,N’-
dimetilformamida (DMF), o ácido sulfúrico (H2SO4) o cloreto de cálcio (CaCl2), a 
sacarose, o glicerol, o tris, o tween 20, o ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA), o 
ácido acético glacial (CH3COOH), o acetato de sódio (NaCH3COO), o cloreto de 
amónia (NH4Cl) e a D-glucose foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). O 
etanol e o iodeto de potássio (KI) foram adquiridos à Riedel-de Haën (Hanover, 
Alemanha), a isoramnetina e o cloreto de potássio (KCl) à Fluka (Buchs, Suíça) e a 
3,3’-5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) e o hipoclorito de sódio (NaOCl) à Aldrich 
(Steinheim, Alemanha). O hidrogenofosfato de sódio (Na2HPO4) foi obtido da Panreac 
(Barcelona, Espanha), a 3’-p-aminofenilfluoresceína (APF) e o azul de alamar da 
Invitrogen (Carlsbad, Estados Unidos da América), e o sistema de aumento da 
quimioluminescência (ECL) e o Ficoll-paque da GE Healthcare (Buckinghamshire, 
Reino Unido). O soro fetal de bovino (FBS), a glutamina, o Pen-Strep e o RPMI-1640 
foram adquiridos à Lonza (Verviers, Bélgica) e o dodecil de sulfato de sódio (SDS) à 
Gibco BRL (Carlsbad, Estados Unidos da América). O persulfureto de amónia (PSA) 
foi adquirido à Promega (Madrid, Espanha), o marcador (Protein Plus) à Biorad (Hemel 
Hempstead, Reino Unido) e os anticorpos anti-p65 (sc-372), anti-IκBα (sc-371) e anti-
coelho (sc-2004) à Santa Cruz Biotechnology (Bergheimer, Alemanha). Todos os 
reagentes foram do maior grau de pureza possível e a água utilizada foi bidestilada.   
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2. Material biológico 
 
Neste trabalho utilizaram-se diferentes tipos de células: neutrófilos e células 
mononucleares (especificamente monócitos), extraídos a partir de sangue humano, bem 
como uma linha celular, THP-1, obtida a partir de sangue periférico humano com 
leucemia monocítica aguda (ECACC – European Collection of Cell Cultures, UK), 
adquirida através da Sigma Chemical Co. (Madrid, Espanha). 
A linha celular em suspensão foi mantida num meio de cultura apropriado, 
consistindo em RPMI-1640 suplementado com os antibióticos penicilina (100 U/mL) e 
estreptomicina (100 µg/mL), glutamina (2 mM) e FBS 10% (v/v) inactivado. 
Para que as células tivessem um crescimento exponencial, as culturas foram 
mantidas entre 0,3-0,8x106 células/mL, numa estufa a 37ºC e 5% de CO2 (SL ShelLab 
CO2 Series, Sheldon Mfg. Inc.), realizando-se as passagens de 2 em 2 ou 3 dias.  
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3. Avaliação da captação por flavonóides de HOCl produzido 
por neutrófilos activados por PMA 
 
A actividade antioxidante dos flavonóides em relação à captação de HOCl produzido 
por neutrófilos foi avaliada recorrendo à oxidação da sonda APF que foi seguida por 
espectrofluorimetria e citometria de fluxo.  
 
3.1. Isolamento dos neutrófilos 
 
O método seguido para o isolamento de neutrófilos foi o descrito por Coelho, 2004 
com algumas alterações. 
A recolha do sangue foi feita de dadores saudáveis, no Instituto Português do Sangue 
(IPS), para tubos estéreis com anticoagulante (K3EDTA) e foi transportado para o 
laboratório à temperatura de 24ºC e ao abrigo da luz. Durante todo o processo de 
isolamento dos neutrófilos é fundamental que todas as soluções utilizadas estejam à 
temperatura de 24ºC, de forma a evitar a agregação plaquetária. 
O sangue total (2 x 9 mL) foi transferido para dois tubos “falcon” de 15 mL, aos 
quais se adicionou dextrano a 6 % (em tampão de fosfatos 0,1 M, pH 7,4 e NaCl a 0,9 
%) numa proporção de 5:1 (v:v); misturou-se por inversão cerca de 10 vezes, muito 
lentamente, de forma a não lisar os leucócitos, e deixou-se repousar durante 90 min ao 
abrigo da luz. Este passo permite a separação dos constituintes do sangue, uma vez que 
os eritrócitos sedimentam com o dextrano, e o plasma contendo as plaquetas e os 
leucócitos ficam no sobrenadante. De seguida, recolheu-se o sobrenadante, com muito 
cuidado para não arrastar eritrócitos, distribuindo-se 2 mL para tubos de plástico de 
fundo redondo de 10 mL; em seguida adicionou-se a todos os tubos NH4Cl 0,87 % 
(m/v) numa proporção de 1:2 (v:v); misturou-se por inversão cerca de 10 vezes 
lentamente e deixou-se repousar durante 5 min ao abrigo da luz. Neste passo, os 
eritrócitos que não foram eliminados anteriormente serão lisados. Centrifugou-se esta 
mistura, a 250 g (Hettich Zentrifugen Rotofix 32) durante 5 min à temperatura de 24ºC. 
Esta centrifugação permite a separação dos leucócitos das plaquetas que ficam no 
sedimento e sobrenadante, respectivamente. Desprezou-se o sobrenadante e 
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ressuspendeu-se o sedimento em tampão de fosfatos Krebs-Ringer (KRpb), pH 7,4 
(NaCl 122 mM, KCl 4,89 mM, MgSO4 1,22 mM, glucose 1 mg/mL em tampão de 
fosfatos 16 mM), suplementado com 0,03 % (m/v) de EDTA e centrifugou-se nas 
condições descritas anteriormente; procedeu-se do mesmo modo mais duas vezes. O 
EDTA impede a agregação dos neutrófilos com as plaquetas e células mononucleares. 
Após a última centrifugação, ressuspendeu-se o sedimento de cada tubo adicionando um 
volume de tampão KRpb suplementado com CaCl2 0,6 mM, de modo que o volume 
final do conjunto dos tubos fosse 1,5 mL. Esta solução contendo os neutrófilos foi 
mantida em gelo durante toda a sua manipulação que não deve exceder 3h30min após o 
seu isolamento.  
Após o isolamento dos neutrófilos, avaliou-se a sua viabilidade e procedeu-se à sua 
contagem misturando numa proporção de 1:1 a solução de azul de Tripano a 0,05% com 
uma solução de neutrófilos previamente diluída 15x. Analisou-se a mistura anterior num 
hemocitómetro (câmara de Neubauer, Albert Sass, Alemanha) com uma profundidade 
de 0,1 mm e uma área de 0,0025 mm2. Consideraram-se não viáveis todas as células 
azuis e que, ao mesmo tempo, não apresentassem contraste de fase, ou seja, que 
tivessem aparência unidimensional. Estes ensaios foram realizados num microscópio 
óptico (Motic AE21). 
 
3.2. Oxidação da sonda APF 
 
A sonda APF reage selectivamente com ROS com elevado poder oxidante, 
nomeadamente o HO•, o ONOO e o OCl (anião hipoclorito) sendo, no entanto, mais 
sensível ao OCl. Esta reacção de oxidação torna a APF fluorescente pelo que, quanto 
maior a concentração de HOCl, maior será o aumento da fluorescência. Na presença de 
flavonóide, este compete com a APF para o HOCl evitando, desta forma, a sua oxidação 
e o aumento da fluorescência. Esta sonda é, também, apropriada para visualizar imagens 
de fluorescência (microscopia confocal e citometria de fluxo) derivadas da produção de 
HOCl por neutrófilos activados por PMA (Setsukinai et al., 2003). 
Na figura 19 esquematiza-se a reacção de oxidação da sonda APF pelo HOCl 
originando fluoresceína, um composto fortemente fluorescente. 
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Figura 19 – Oxidação da sonda APF pelo HOCl 
 
3.2.1. Detecção da oxidação da sonda APF por espectrofluorimetria 
 
Os ensaios de detecção da oxidação da APF pelo HOCl por espectrofluorimetria 
foram realizados numa microplaca própria para fluorescência (BD Falcon) e continham 
APF 2,5 µM e uma concentração celular de 0,5x106 neutrófilos/mL em tampão KRpb 
suplementado com CaCl2 0,6 mM, deixando-se em repouso durante 15 min à 
temperatura de 24ºC para permitir que a sonda entrasse nas células. Após este tempo, 
adicionou-se o flavonóide (entre 0 e 5 µM) e o PMA (100 ng/mL) para dar início à 
estimulação dos neutrófilos, completando um volume final de 200 µL. Imediatamente a 
seguir fez-se a leitura da fluorescência, num leitor de microplacas (Spectra Max Gemini 
EM), durante 15 minutos ao comprimento de onda de excitação de 490 nm e ao 
comprimento de onda de emissão de 530 nm. 
O efeito na oxidação da sonda, obtido para cada concentração de flavonóide, foi 
avaliado através da determinação dos declives na zona linear das curvas de 
fluorescência obtidas ao longo do tempo da leitura. Tendo em conta o valor de declive 
obtido na ausência de flavonóide (fluorescência máxima) foi possível determinar a 
percentagem de inibição da oxidação da sonda APF para cada concentração de 
flavonóide (equação 12): 
 
 Inibição da oxidação da APF (%) = 100
Declive
Declive100
0
F ×−  Equação 12 
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DecliveF – Declive na presença de flavonóide 
Declive0 – Declive na ausência de flavonóide 
 
Os resultados da percentagem da inibição da oxidação da sonda APF foram 
expressos graficamente em função da concentração de flavonóide. A partir deste gráfico 
calcularam-se os valores de IC50, que correspondem à concentração de flavonóide 
responsável por uma inibição da oxidação da sonda APF de 50 %. 
 
3.2.2. Detecção da oxidação da sonda APF por citometria de fluxo 
 
Existem 2 grandes vantagens no uso da citometria de fluxo em relação à 
espectrofluorimetria para seguir a oxidação da sonda APF pelo HOCl produzido por 
uma população de neutrófilos activados. Permite a separação de partículas (células) por 
tamanho e complexidade relativos, o que permite identificar e seleccionar (gatear) uma 
subpopulação celular numa população heterogénea e, por outro lado, a leitura da 
fluorescência é feita apenas no interior das células (O’Connor et al., 2001). Neste estudo 
em particular, faz-se a análise da fluorescência apenas dos neutrófilos, pois esta 
população é gateada, eliminando-se desta forma os outros tipos de células presentes na 
preparação.  
O protocolo estabelecido, para o estudo do efeito dos flavonóides na oxidação da 
sonda APF pelo HOCl, por citometria de fluxo, foi elaborado tal como se descreve a 
seguir. Num tubo apropriado de citómetro e para um volume final de 2 mL, adicionou-
se suspensão celular (0,5x106 neutrófilos/mL) e APF 2,5 µM em tampão KRpb 
suplementado com CaCl2 0,6 mM, deixando-se em repouso durante 15 min à 
temperatura de 24ºC. Após este tempo adicionou-se o flavonóide (entre 0 e 5 µM) e 
deixou-se repousar mais 5 min para permitir que este entrasse nas células. Durante este 
tempo foi feita uma leitura de 5000 eventos no citómetro (Beckman Coulter XL) e 
imediatamente a seguir (aos 20 min) adicionou-se PMA 100 nM. Após a adição do 
PMA e de 4 em 4 min foram feitas novas leituras de 5000 eventos durante 30 minutos. 
Os resultados obtidos foram calculados em percentagem de inibição da oxidação da 
sonda APF, obtida através da equação 13:  
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 Inibição da oxidação da APF (%) = 100
ciaFluorescên
ciaFluorescên100
0
F ×−
 
Equação 13 
 
 
FluorescênciaF – Fluorescência na presença de flavonóide 
Fluorescência0 – Fluorescência na ausência de flavonóide 
 
Os resultados da percentagem da inibição da oxidação da sonda APF foram 
expressos graficamente em função da concentração de flavonóide. A partir deste gráfico 
calcularam-se os valores de IC50, que correspondem à concentração de flavonóide 
responsável por uma inibição da oxidação da sonda APF de 50 %. 
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4. Estudo da acção de flavonóides na activação do factor de 
transcrição NF-κB nas células THP-1 estimuladas por LPS 
 
Antes de se partir para o estudo da acção dos flavonóides na modulação de genes 
pro-inflamatórios avaliou-se a toxicidade do LPS e dos flavonóides para as células 
THP-1, de forma a garantir que a concentração de LPS utilizada seria suficiente para 
estimular as células sem que fosse de alguma forma, tóxico para estas e que a gama de 
concentrações de flavonóides utilizadas também por si só não originasse a morte 
celular.  
 
4.1. Linha celular THP-1 
 
A viabilidade e contagem desta linha celular era avaliada misturando numa 
proporção de 1:1, uma amostra destas células com a solução de azul de Tripano. A 
mistura anterior era depois analisada como descrito anteriormente (secção 3.1.). 
Todos os procedimentos que a seguir se descrevem, que implicaram o manuseamento 
da linha celular THP-1, foram efectuados na câmara de fluxo laminar (ESCO - SCII 
Class II Biohazard safety cabinet) em condições estéreis. Do mesmo modo todas as 
soluções e materiais utilizados foram esterilizados. 
 
4.2. Avaliação da toxicidade do LPS e dos flavonóides para as células 
THP-1 
 
A análise da toxicidade do LPS e dos flavonóides para as células foi realizada 
recorrendo ao indicador de viabilidade celular, azul de alamar. Existem vários 
indicadores da viabilidade celular, nomeadamente a integridade da membrana, a síntese 
e o conteúdo de DNA, a actividade enzimática, a presença de ATP (adenosina 
trifosfato) e as condições redutoras da célula. O azul de alamar funciona como um 
indicador da viabilidade celular usando o poder redutor das células vivas. O ingrediente 
activo deste indicador, a resazurina, é um composto não tóxico, permeável nas células e 
não fluorescente. Após a sua entrada nas células, a resazurina é reduzida a resorufina, 
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um composto altamente fluorescente (figura 20). As células viáveis convertem 
continuamente a resazurina a resorufina, originando uma medida quantitativa da 
viabilidade e citotoxicidade. 
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Figura 20 – Reacção de redução da resazurina a resorufina 
 
4.2.1. Toxicidade do LPS  
 
Os ensaios, efectuados numa microplaca própria para fluorescência, continham uma 
concentração celular de 1x106 células/mL e várias concentrações de LPS (entre 0 e 10 
µg/mL) em meio RPMI 1640 suplementado, como descrito na secção 2., deixando-se a 
incubar durante 16h na estufa a 37ºC e 5% de CO2. Após este tempo, adicionou-se o 
azul de alamar numa proporção de 1/10, para um volume final de 100 µL e, 
imediatamente a seguir, fez-se a leitura da fluorescência ao comprimento de onda de 
excitação de 500 nm e ao comprimento de onda de emissão de 600 nm no leitor de 
microplacas (Spectra Max Gemini EM). Após esta primeira leitura fizeram-se leituras 
de hora a hora durante 3h. Foram feitos ensaios controlo para cada concentração de LPS 
estudada na ausência de células. Os resultados da fluorescência foram expressos 
graficamente em função da concentração de LPS. 
  
4.2.2. Toxicidade dos flavonóides  
 
Os ensaios de toxicidade dos flavonóides para as células THP-1 são idênticos aos 
descritos no ponto anterior (4.2.1.). Estes ensaios foram efectuados em microplacas 
próprias para fluorescência e continham uma concentração celular de 1x106 células/mL 
e várias concentrações de flavonóide (entre 0 e 20 µM) em meio RPMI 1640 
suplementado, como descrito na secção 2. As células foram mantidas durante 1h na 
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estufa a 37ºC e 5% de CO2, para permitir a eventual entrada dos flavonóides nas células. 
Após este tempo, adicionou-se LPS 0,1 µg/mL e deixou-se novamente a incubar mais 
16h, nas mesmas condições. Terminado este tempo, adicionou-se azul de alamar numa 
proporção de 1/10, para um volume final de 100 µL e fizeram-se leituras da 
fluorescência tal como descrito na secção anterior (4.2.1.). Foram feitos ensaios 
controlo para cada concentração de flavonóide estudada na ausência de células. Os 
resultados da fluorescência foram expressos graficamente em função da concentração de 
flavonóide.  
 
4.3. Análise da activação do factor de transcrição NF-κB por Western 
Blot nas células THP-1 estimuladas por LPS 
 
Após decidida a concentração de LPS a usar nas células THP-1 e as concentrações de 
flavonóide a estudar sem que fosse afectada a viabilidade celular, foi, também, 
necessário escolher o tempo de incubação das células com o LPS e o flavonóide. A 
escolha deste tempo baseou-se no tempo de incubação que permitisse uma maior 
translocação do p65 para o núcleo e, ao mesmo tempo, uma maior degradação do IκB 
no citoplasma. Conhecido este tempo de incubação, procedeu-se então à análise da 
acção dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-κB. 
 
4.3.1. Escolha do tempo de incubação das células THP-1 com o LPS 
 
O protocolo estabelecido para o estudo do tempo de incubação das células THP-1 
com o LPS foi elaborado tal como se descreve a seguir. Estes ensaios foram realizados 
em placas de petri de 60 mm e continham uma concentração celular de 1x106 
células/mL e LPS 0,1 µg/mL em meio RPMI 1640 suplementado, num volume final de 
5 mL. Deixaram-se as placas a incubar na estufa a 37ºC e a 5% de CO2 durante 
diferentes tempos: 30 min, 1h, 2h e 5h. Fizeram-se ensaios controlo para cada tempo de 
incubação estudado sem a adição de LPS. 
Após este estudo seguiram-se os procedimentos descritos na secção 4.4. 
Os níveis de p65 e IκB α na presença de LPS foram apresentados tendo em conta os 
seus níveis na ausência de LPS (controlo). 
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4.3.2. Acção dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-κB nas 
células THP-1 estimuladas por LPS 
 
Os ensaios que a seguir se descrevem são muito semelhantes aos descritos na secção 
anterior e, também, foram realizados em placas de petri de 60 mm que continham uma 
concentração celular de 1x106 células/mL e flavonóide em duas concentrações (10 e 15 
µM) em meio RPMI 1640 suplementado. Após a adição do flavonóide deixaram-se as 
placas durante 1h na estufa a 37ºC e a 5% de CO2. Findo este tempo, adicionou-se LPS 
(0,1 µg/mL), completou-se um volume final para 5 mL, e deixaram-se novamente as 
células a incubar nas mesmas condições, durante mais 1h. Fizeram-se ensaios controlo 
em que não foi adicionado LPS e outros em que não foi adicionado flavonóide. 
Após este estudo seguiram-se os procedimentos descritos na secção 4.4. 
O aumento ou diminuição dos níveis de p65 e de IκBα na presença de flavonóides 
foi quantificado tendo em conta os seus níveis na ausência de flavonóide (controlo). 
 
4.4. Análise das fracções citoplasmáticas e nucleares 
 
Terminados os ensaios descritos na secção anterior, procedeu-se à extracção 
diferencial dos extractos nuclear e citoplasmático, de forma a poder analisar-se por 
Western Blot as variações dos níveis da proteína p65 em ambos os extractos e da 
proteína IκBα apenas no extracto citosólico, tendo em conta a ausência ou presença de 
flavonóide. 
 
4.4.1. Preparação dos extractos citoplasmáticos e nucleares 
 
O procedimento que a seguir se descreve foi sempre realizado em gelo. Recolheram-
se as células e meio circundante dos ensaios atrás referidos para tubos “falcon” de 15 
mL e centrifugaram-se a 140 g (Hettich Zentrifugen Rotofix 32), durante 4 min e à 
temperatura de 24ºC, de forma a lavar as células. Removeu-se então o sobrenadante, 
ressupenderam-se as células em 2 mL de PBS [Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,5 mM, NaCl 
137 mM e KCl 3 mM (pH 7,4)], transferiram-se para um tubo eppendorf e 
centrifugaram-se novamente nas mesmas condições (centrífuga Eppendorf 5804R); 
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procedeu-se do mesmo modo mais uma vez. Após remoção do sobrenadante, 
ressuspenderam-se as células em 300 µL de solução de lise da membrana citoplasmática 
[Hepes KOH 50 mM (pH 7,2) contendo EDTA 2 mM, NaCl 10 mM e sacarose 250 
mM, e suplementado no dia do ensaio com nonidet 0,1 % (v/v), DTT 2 mM e os 
inibidores de proteases benzamidina 1,5 µg/mL, leupeptina 10 µg/mL, pepstatina 1 
µg/mL e PMSF 1 mM] e deixaram-se em gelo durante 15 min, de forma a provocar a 
lise da membrana citoplasmática. Terminado este tempo, centrifugaram-se as amostras a 
3000 g (centrífuga Eppendorf 5804R), durante 4 min e a 4ºC, e recolheram-se os 
sobrenadantes, que continham as proteínas citoplasmáticas. No sedimento ficaram os 
núcleos que foram ressuspendidos em 300 µL de PBS e, em seguida, centrifugados nas 
condições descritas anteriormente. Os sobrenadantes foram desprezados e os núcleos 
ressuspendidos em 30 µL de solução de lise de núcleo [Hepes KOH 50 mM (pH 7,2) 
contendo EDTA 2 mM, NaCl 400 mM e glicerol 20% (v/v) e suplementado no dia do 
ensaio com DTT 2 mM e os inibidores de proteases benzamidina 1,5 µg/mL, leupeptina 
10 µg/mL, pepstatina 1 µg/mL e PMSF 1 mM] e mantidos em gelo durante 30 min; 
durante este tempo as amostras eram agitadas 3 vezes no vórtex, de forma a induzir a 
lise dos núcleos. Terminado este tempo, centrifugaram-se as amostras a 10000 g 
(centrífuga Eppendorf 5804R), durante 10 min e a 4ºC e recolheram-se os 
sobrenadantes, que continham as proteínas nucleares. 
As proteínas citoplasmáticas e nucleares foram depois quantificadas pelo método de 
Bradford modificado (Bradford, 1976). A curva de calibração foi feita com soluções 
padrão de BSA entre 0 e 80 µg/mL e as fracções citoplasmática e nuclear foram diluídas 
20 e 40x, respectivamente. O reagente de Bradford foi adicionado à amostra diluída na 
proporção de 10:1 (v/v). 
 
4.4.2. Análise das proteínas citoplasmáticas e nucleares por Western Blot 
 
Para a análise das proteínas citoplasmáticas e nucleares por Western Blot, os 
extractos proteicos foram previamente separados por SDS-PAGE em géis de 
poliacrilamida a 10% (m/v), recorrendo, para o efeito, a um sistema de mini-géis 
(Laemmli, 1970). O gel de resolução era constituído por acrilamida 10% (m/v), 
bisacrilamida 0,25% (m/v) e SDS 0,1% (m/v) em Tris-HCl 0,4 M (pH 8,8); foram 
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usados, como agentes polimerizantes o TEMED 0,05% (v/v) e o PSA 0,05% (m/v), este 
último preparado diariamente. O gel de concentração era constituído por acrilamida 5% 
(m/v), bisacrilamida 0,14% (m/v) e SDS 0,1% (m/v) em Tris-HCl 0,6 M (pH 6,8); 
utilizaram-se como agentes polimerizantes o TEMED 0,1% (v/v) e PSA 0,1% (m/v). A 
partir dos resultados do doseamento proteico, prepararam-se as amostras, de modo a 
adicionar o máximo de proteína possível em cada poço (20 µg). Às amostras foi 
adicionada solução de amostra, constituída por SDS 5% (p/v), glicerol 25% (v/v), azul 
de bromofenol 0,01% (p/v) e β-mercaptoetanol 25% (v/v) em Tris 0,4 M (pH 6,8), na 
proporção de 5:1 (v:v). As amostras foram fervidas durante 5 minutos, para ajudar na 
desnaturação. A solução de electroforese era constituída por Tris 0,025 M, glicina 0,192 
M e 0,1% (m/v) de SDS. A corrente aplicada ao sistema de electroforese foi ajustada 
para 25 mA/gel. 
Procedeu-se, de seguida, à transferência das proteínas para membranas de 
nitrocelulose 0,45 µm utilizando um aparelho de transferência semi-seco. A 
transferência decorreu durante 1 h, com uma intensidade de corrente ajustada a 0,8 
mA/cm2 de gel (Bjerrum and Schafer-Nielsen, 1986). A solução tampão de transferência 
era constituída por Tris 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20% (v/v) e SDS 0,0375% 
(m/v) (pH 9,2). 
Para a reacção das proteínas com os anticorpos específicos, as membranas das duas 
fracções foram bloqueadas com uma solução de leite magro desnatado a 5% (m/v) em 
PBS, durante 1h, e de seguida incubadas com o anticorpo primário, tal como indicado 
no quadro III durante 1h à temperatura de 24ºC. As membranas foram depois lavadas 
com PBS contendo Tween 0,1% (v/v) durante 30 min (10+10+5+5 min), de forma a 
remover o excesso de anticorpo; foram incubadas novamente 1h, à temperatura de 24ºC, 
com o anticorpo secundário anti-coelho conjugado com peroxidase de rábano (sc-2004) 
na diluição de 1:4000. Em seguida, lavaram-se novamente as membranas apenas com 
PBS, nos tempos indicados anteriormente. A detecção da ligação proteína-anticorpo foi 
realizada recorrendo ao kit de revelação ECL, de acordo com as instruções do 
fabricante. As chapas obtidas foram digitalizadas e analisadas com o software Image J. 
O controlo de aplicação das proteínas foi feito recorrendo à banda da β-actina, no caso 
do citoplasma, e à membrana corada com Ponceau S, no caso do núcleo. A proteína β -
actina foi usada como controlo da quantidade de proteína aplicada no Western Blot, pois 
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pode ser encontrada na maioria das células eucariotas sendo, por isso, altamente 
conservada.  
 
 
Quadro III – Diluições dos anticorpos primários utilizados no Western Blot 
 
Fracção analisada Anticorpo primário Diluição 
Citosólica 
Anti-p65 (sc-372) 
Anti-IκBα (sc-371) 
Anti-β-actina (A 5060) 
1:1000 
1:800 
1:250 
Nuclear Anti-p65 (sc-372) 1:1000 
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5. Estudo da acção de flavonóides na activação do factor de 
transcrição NF-κB nas células mononucleares do sangue 
periférico (PBMC) 
 
Este estudo não pode ser completado, dado o baixo rendimento obtido no isolamento 
de PBMC e da quantidade de proteína necessária para a análise das proteínas 
citoplasmáticas e nucleares por Western Blot. Assim, apenas se descreverão os 
procedimentos relativos ao isolamento de PBMC e à avaliação da toxicidade dos 
flavonóides para estas células. 
 
5.1. Isolamento de PBMC 
 
O método seguido para o isolamento de PBMC foi o descrito por Repnik et al., 2003 
com algumas alterações. 
A recolha do sangue foi feita de dadores saudáveis, no Instituto Português do Sangue 
(IPS), para tubos estéreis com K3EDTA (anticoagulante) e foi transportado para o 
laboratório à temperatura de 24ºC e ao abrigo da luz. Todo o procedimento a seguir 
descrito foi efectuado na câmara de fluxo laminar (ESCO - SCII Class II Biohazard 
safety cabinet) em condições estéreis e todas as soluções e materiais utilizados foram 
esterilizados. 
O sangue total (2 x 8 mL) foi transferido para quatro tubos “falcon” de 15 mL e foi 
diluído numa proporção de 1:1 (v:v) com tampão de fosfatos salino de Dulbecco (D-
PBS), misturando-se lentamente com a ajuda de uma pipeta. Cuidadosamente, de forma 
a ficar em camadas, colocou-se a amostra de sangue diluída sobre o reagente Ficoll, 
contido num tubo “falcon” de 15 mL, numa proporção de 2:1 (v:v); centrifugou-se a 
950g (centrífuga Hettich Zentrifugen Rotofix 32), durante 15 min e à temperatura de 
24ºC, para que os diferentes constituintes do sangue ficassem separados por densidade. 
Removeu-se a camada superior que continha o plasma e plaquetas e retirou-se a camada 
imediatamente abaixo, que continha as PBMC, para um novo tubo “falcon” de 15 mL 
contendo 14 mL de D-PBS com 2% de FBS. Em seguida, centrifugou-se a 350g 
(centrífuga Hettich Zentrifugen Rotofix 32), durante 7 min e à temperatura de 24ºC e 
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removeu-se o sobrenadante. Para efectuar uma segunda lavagem ressuspenderam-se as 
células em 14 mL de D-PBS com 2% de FBS e centrifugou-se, novamente, nas 
condições anteriores. O sobrenadante foi removido e as células ressupendidas em 1 mL 
de D-PBS com 2% de FBS. Com o objectivo de remover, eficazmente, as plaquetas que 
ainda se encontravam na solução de PBMC, esta foi cuidadosamente colocada, de forma 
a ficar em camadas, sobre uma solução de Percoll isosmótica (Percoll 41,5% (v/v) e 
NaCl 0,15 M), contida num tubo “falcon” de 15 mL, numa proporção de 1:3,5 (v:v); 
centrifugou-se a 350g (centrífuga Hettich Zentrifugen Rotofix 32) durante 25 min e à 
temperatura de 24ºC. O sobrenadante foi desprezado, que continha as plaquetas, e as 
PBMC ressuspendidas em 250 µL de meio RPMI 1640 suplementado com piruvato de 
sódio 1 mM, FBS 10% (v/v), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 µg/mL). A 
suspensão celular foi, em seguida, transferida para um tubo eppendorf e mantida em 
gelo. 
Após o isolamento das PBMC avaliou-se a sua viabilidade e procedeu-se à sua 
contagem de igual modo como para as células THP-1 (secção 4.1).  
 
5.2. Toxicidade dos flavonóides para PBMC 
 
Os ensaios de toxicidade dos flavonóides para as PBMC são idênticos aos descritos 
anteriormente na secção 4.2.2., a única diferença reside no meio utilizado, pois este 
ensaio é realizado em meio RPMI 1640 suplementado como descrito na secção anterior.  
Os valores de fluorescência, que são a medida da viabilidade celular, foram 
expressos graficamente em função da concentração de flavonóide.  
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1. Estudo da captação por flavonóides de HOCl produzido por 
neutrófilos activados por PMA 
 
O estudo da capacidade antioxidante dos flavonóides, em relação à captação de 
HOCl produzido por neutrófilos activados, foi feito através dum ensaio de competição 
usando como substrato oxidável a sonda APF. Desta forma, foi possível avaliar a 
capacidade dos flavonóides para captarem o HOCl e consequentemente protegerem a 
sonda APF da oxidação. Esta oxidação foi seguida por espectrofluorimetria e por 
citometria de fluxo. 
 
1.1. Detecção da oxidação da sonda APF por espectrofluorimetria 
 
O facto da sonda APF fluorescer quando é oxidada e de ser específica para o HOCl 
torna este método extremamente sensível e adequado ao estudo cinético da produção de 
HOCl por neutrófilos activados ex vivo por PMA. 
Na figura 21 pode observar-se a variação da fluorescência ao longo do tempo à 
medida que o HOCl é produzido pelos neutrófilos activados por PMA, na ausência e na 
presença dos flavonóides quercetina (A) e isoramnetina (B). Pode verificar-se que à 
medida que a concentração de flavonóide aumenta, o valor da fluorescência emitido 
pela sonda ao longo do tempo vai diminuindo, uma vez que o flavonóide ao captar o 
HOCl protege a sonda APF da oxidação. 
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Figura 21 – Efeito dos flavonóides quercetina e isoramnetina na oxidação da sonda APF, 
mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA, detectada por 
espectrofluorimetria. Os ensaios foram efectuados tal como descrito em 3.2.1. da secção 
Materiais e Métodos. Na figura representa-se o aumento da fluorescência ao longo do tempo na 
ausência do flavonóide ( ) e na presença de quercetina (A) ou de isoramnetina (B), nas 
concentrações de 0,2 µM ( ), 0,5 µM ( ), 1 µM ( ), 2 µM ( ) e 5 µM ( ). Os 
valores representados em A e B correspondem às médias dos valores de 1 experiência 
representativa de 3 experiências independentes (3 dadores), cujos ensaios foram efectuados em 
duplicado. 
 
Os resultados do estudo da capacidade antioxidante dos flavonóides em relação à 
captação do HOCl, produzido por neutrófilos activados ex vivo com PMA, foram 
expressos em percentagem da inibição da oxidação da sonda APF, detectada por 
espectrofluorimetria, e são apresentados na figura 22. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22 - Efeito da concentração dos flavonóides quercetina e isoramnetina na oxidação 
da APF, detectada por espectrofluorimetria, mediada pelo HOCl produzido por 
neutrófilos activados ex vivo por PMA. Os ensaios foram efectuados tal como descrito em 
3.2.1. da secção Materiais e Métodos. Os valores apresentados correspondem às médias e 
respectivos desvios padrão de 3 experiências independentes (3 dadores), cujos ensaios foram 
feitos em duplicado. 
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Na figura 23 apresenta-se o ajuste de uma equação exponencial aos valores 
representados na figura anterior, para cada um dos flavonóides. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23 – Efeito da concentração de flavonóide na oxidação da APF, detectada por 
espectrofluorimetria, mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por 
PMA. As curvas apresentadas resultaram do ajuste de uma equação exponencial aos valores 
experimentais. Quercetina (■) e isoramnetina (■). Os ajustes foram obtidos através do programa 
Origin Pro8. 
 
Os resultados apresentados nas figuras 21 a 23 mostram claramente que a oxidação 
da sonda APF diminui com o aumento da concentração de flavonóide, evidenciando o 
seu efeito protector. 
A partir das curvas representadas na figura 23, calcularam-se os valores de IC50 para 
a quercetina e isoramnetina (quadro IV). 
 
Quadro IV – Valores de IC50 para a quercetina e isoramnetina em relação à inibição da 
oxidação da sonda APF, detectada por espectrofluorimetria, mediada pelo HOCl 
produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA 
 
Flavonóide IC50 ± δ1
Quercetina 
 (µM) 
0,32 ± 0,07 
Isoramnetina 0,18 ± 0,04 
 
                                                 
1 Os valores de desvio padrão (δ) foram calculados segundo a teoria de propagação de erros. 
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Tendo em conta os valores de IC50 obtidos para os dois flavonóides estudados, 
verificou-se que ambos são muito eficientes na captação do HOCl, no entanto, a 
isoramnetina pareceu ser um pouco mais eficiente (menor valor de IC50). 
 
1.2. Detecção da oxidação da sonda APF por citometria de fluxo 
 
Como foi referido anteriormente, o citómetro de fluxo separa as células, neste caso 
específico os leucócitos, por tamanho (dispersão de luz frontal - FS) e complexidade 
(dispersão de luz lateral - SS) relativos, como se pode observar na figura 24, onde estão 
assinaladas 3 subpopulações de leucócitos, linfócitos (A), monócitos (B) e granulócitos 
(C). 
 
 
 
Figura 24 - Separação dos vários tipos de leucócitos, isolados a partir de sangue, segundo o 
seu tamanho (FS) e complexidade (SS) relativos. Na figura estão assinaladas 3 subpopulações 
de leucócitos, linfócitos (A), monócitos (B) e granulócitos (C), identificadas com base nos seus 
valores de FS e SS. 
 
Na figura 25 podem observar-se os histogramas da variação da fluorescência para 
vários tempos, na ausência (A) e presença de quercetina 5 µM (B), à medida que os 
neutrófilos vão produzindo HOCl, estimulados por PMA, e a sonda APF vai sendo 
C 
B 
A 
Resultados 
 
63 
 
oxidada. Pode verificar-se que para um mesmo tempo de estimulação, na presença de 5 
µM de quercetina, a fluorescência da sonda APF é menor, evidenciando o efeito 
protector deste flavonóide em relação ao HOCl. 
 
 
 
     
 
Figura 25 – Oxidação da sonda APF, detectada por citometria de fluxo, mediada pelo 
HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA na ausência (A) e presença de 
quercetina 5 µM (B). Os ensaios foram efectuados tal como descrito em 3.2.2. da secção 
Materiais e Métodos. Na figura apresenta-se a fluorescência basal de células não estimuladas 
com PMA ( ) e o aumento da fluorescência a vários tempos após a sua estimulação com 
PMA: 0 min ( ), 5 min ( ), 10 min ( ) e 15 min ( ). Os valores representados 
correspondem a 1 experiência representativa de 5 experiências independentes (5 dadores). 
 
Na figura 26 podem observar-se os histogramas da variação da fluorescência a 
vários tempos, na ausência na ausência (A) e presença de isoramnetina 1 µM (B). Pode 
verificar-se que para um mesmo tempo de estimulação, na presença de 1 µM de 
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isoramnetina, a fluorescência da sonda APF é menor, evidenciando também o efeito 
protector deste flavonóide em relação ao HOCl. 
 
 
 
 
 
Figura 26 – Oxidação da sonda APF, detectada por citometria de fluxo, mediada pelo 
HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA na ausência (A) e presença de 
isoramnetina 1 µM (B). Os ensaios foram efectuados tal como descrito em 3.2.2. da secção 
Materiais e Métodos. Na figura apresenta-se a fluorescência basal de células não estimuladas 
com PMA ( ) e o aumento da fluorescência a vários tempos após a sua estimulação com 
PMA: 0 min ( ), 5 min ( ), 10 min ( ) e 15 min ( ). Os valores representados 
correspondem a 1 experiência representativa de 3 experiências independentes (3 dadores). 
 
Nas figuras 27 e 28 são apresentadas as variações da fluorescência na ausência e 
presença de várias concentrações de quercetina e isoramnetina, respectivamente, após 
15 min de estimulação. Pode verificar-se que com o aumento da concentração de ambos 
os flavonóides, o valor da fluorescência vai diminuindo, pois a sonda APF é menos 
oxidada.  
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Figura 27 - Oxidação da sonda APF, detectada por citometria de fluxo, mediada por 
HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA, na presença de quercetina. 
Os ensaios foram efectuados tal como descrito em 3.2.2. da secção Materiais e Métodos. Na 
figura apresenta-se a fluorescência emitida pela sonda APF na ausência de flavonóide ( ) e 
na presença de concentrações crescentes de quercetina: 1 µM ( ), 2,5 µM ( ) e 5 µM 
( ). Os valores representados correspondem a 1 experiência representativa de 5 experiências 
independentes (5 dadores). 
 
  
 
 
Figura 28 – Oxidação da sonda APF, detectada por citometria de fluxo, mediada por 
HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA, na presença de isoramnetina. 
Os ensaios foram efectuados tal como descrito em 3.2.2. da secção Materiais e Métodos. Na 
figura apresenta-se a fluorescência emitida pela sonda APF na ausência de flavonóide ( ) e 
na presença de concentrações crescentes de isoramnetina: 0,15 µM ( ), 0,3 µM ( ) e 1 
µM ( ). Os valores representados correspondem a 1 experiência representativa de 3 
experiências independentes (3 dadores). 
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Na figura 29 pode observar-se melhor o efeito protector dos dois flavonóides, 
quercetina e isoramnetina, para uma mesma concentração (1 µM), em relação à 
oxidação da sonda APF. 
 
 
 
Figura 29 - Oxidação da sonda APF, detectada por citometria de fluxo, mediada por 
HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA na presença de quercetina e 
isoramnetina 1 µM. Os ensaios foram efectuados tal como descrito em 3.2.2. da secção 
Materiais e Métodos. Na figura apresenta-se a fluorescência basal de células não estimuladas 
com PMA ( ), células estimuladas com PMA ( ) na presença de quercetina 1 µM ( ) 
e de isoramnetina 1 µM ( ). Os valores representados correspondem a 1 experiência 
representativa de 3 experiências independentes (3 dadores). 
 
Com base nos valores dos gráficos das figuras anteriores foi possível estabelecer uma 
relação entre a concentração de flavonóide e a percentagem de oxidação da sonda APF, 
detectada por citometria de fluxo, estes resultados são apresentados na figura 30.  
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Figura 30 - Efeito da concentração dos flavonóides quercetina e isoramnetina na oxidação 
da APF, detectada por citometria de fluxo, mediada por HOCl produzido por neutrófilos 
activados ex vivo por PMA. Os ensaios foram efectuados tal como descrito em 3.2.2. da 
secção Materiais e Métodos. Os valores apresentados correspondem às médias e respectivos 
desvios padrão de 3 e 5 experiências independentes (3 e 5 dadores) para a isoramnetina e 
quercetina, respectivamente. 
 
Na figura 31 apresenta-se o ajuste de uma equação linear e exponencial aos valores 
experimentais, representados na figura 30, da quercetina e isoramnetina, 
respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31 - Efeito da concentração de flavonóide na oxidação da APF, detectada por 
citometria de fluxo, mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por 
PMA. As curvas apresentadas resultaram do ajuste de uma equação exponencial e linear aos 
valores experimentais da isoramnetina e quercetina, respectivamente. Quercetina (■) e 
isoramnetina (■). Os ajustes foram obtidos através do programa Origin Pro8. 
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Os valores de IC50 obtidos para cada um dos flavonóides estudados foram 
calculados a partir das equações usadas para os ajustes dos pontos experimentais e 
apresentam-se no quadro V. 
 
Quadro V - Valores de IC50 para a quercetina e isoramnetina em relação à inibição da 
oxidação da sonda APF, detectada por citometria de fluxo, mediada por HOCl produzido 
por neutrófilos activados ex vivo por PMA 
 
Flavonóide IC50 ± δ2
Quercetina 
 (µM) 
3,00 ± 0,31 
Isoramnetina 0,24 ± 0,04 
 
Através dos valores de IC50 obtidos, observou-se um efeito protector dos dois 
flavonóides estudados, em relação à oxidação da sonda APF, sendo a isoramnetina 
muito mais eficiente do que a quercetina.  
                                                 
2 Os valores de desvio padrão (δ) foram calculados segundo a teoria de propagação de erros. 
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2. Avaliação da acção de flavonóides na activação do factor de 
transcrição NF-κB nas células THP-1 estimuladas por LPS 
 
Como foi referido anteriormente, foi necessário efectuar um estudo preliminar para 
avaliar a toxicidade do LPS e dos flavonóides para as células THP-1, de forma a 
garantir que a viabilidade das células não fosse afectada nem pela concentração de LPS 
nem pelas concentrações de flavonóide.  
 
2.1. Avaliação da toxicidade do LPS e dos flavonóides para as células 
THP-1 
 
A toxicidade do LPS e dos flavonóides nas células THP-1 foi avaliada recorrendo a 
uma propriedade intrínseca de todas as células vivas, o seu poder redutor. Deste modo, 
o ingrediente activo do azul de alamar, a resazurina, é reduzido a resorufina que emite 
fluorescência.  
 
2.1.1. Toxicidade do LPS 
 
Na figura 32 podem observar-se as leituras de fluorescência, feitas de hora a hora 
durante 3h (após a adição do azul de alamar), obtidas para diferentes concentrações de 
LPS ao fim de 16h de incubação com as células THP-1. Como se pode verificar, após 
16h de incubação os valores de fluorescência na ausência e na presença de diferentes 
concentrações de LPS são da mesma ordem de grandeza o que significa que aquelas 
concentrações de LPS não são tóxicas para as células.  
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Figura 32 – Avaliação da toxicidade do LPS, após 16h de incubação com as células THP-1, 
através de medidas de fluorescência obtidas no ensaio com o azul de alamar. Este ensaio foi 
efectuado, tal como descrito em 4.2.1., da secção Materiais e Métodos, na ausência de LPS (■) e 
para concentrações crescentes de LPS: 0,01 µg/mL (■), 0,1 µg/mL (■), 1 µg/mL (■) e 10 
µg/mL (■). Os valores apresentados correspondem às médias e respectivos desvios padrão de 1 
experiência realizada em triplicado. 
 
2.1.2. Toxicidade dos flavonóides  
 
Na figura 33 podem observar-se as leituras de fluorescência, feitas de hora a hora 
durante 3h (após a adição do azul de alamar), obtidas para diferentes concentrações de 
quercetina (A) e isoramnetina (B) após 16h de incubação com as células THP-1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33 - Avaliação da toxicidade da quercetina (A) e isoramnetina (B), após 16h de 
incubação com as células THP-1, através de medidas de fluorescência obtidas no ensaio 
com o azul de alamar. Este ensaio foi efectuado tal como descrito em 4.2.2., da secção Materiais 
e Métodos. Os ensaios foram efectuados na ausência de flavonóide (■) e a concentrações 
crescentes de ambos os flavonóides: 5 µM (■), 10 µΜ (■), 15 µΜ (■) e 20 µΜ (■). Os valores 
apresentados correspondem às médias e respectivos desvios padrão de 1 experiência 
representativa de 3 experiências independentes, cujos ensaios foram feitos em duplicado. 
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Como se pode observar, após 16h de incubação os valores de fluorescência na 
ausência e na presença de diferentes concentrações de flavonóide até à concentração de 
15 µM são da mesma ordem de grandeza, o que significa que aquelas concentrações de 
flavonóide não são tóxicas para as células THP-1. Para a concentração de 20 µM já 
parece haver uma ligeira toxicidade, pois verifica-se uma diminuição da fluorescência, 
relativamente ao controlo, o que implica um menor poder redutor das células e, 
consequentemente, menor viabilidade celular. 
 
2.2. Análise da activação do factor de transcrição NF-κB por Western 
Blot nas células THP-1 estimuladas por LPS 
 
Antes de se iniciarem os estudos sobre a acção dos flavonóides na activação do NF-
κB nas células THP -1, estimuladas pelo LPS, foi necessário escolher o tempo de 
incubação das células com o LPS que correspondesse a uma translocação significativa 
da proteína p65 para o núcleo.  
 
2.2.1. Escolha do tempo de incubação das células THP-1 com o LPS 
 
De modo a escolher o tempo de incubação das células THP-1 com o LPS e os 
flavonóides, testaram-se vários tempos de incubação das células THP-1 com LPS, para 
conhecer a que tempo é que as células estariam mais activadas, ou seja, em que 
houvesse uma maior translocação do p65 para o núcleo e, simultaneamente, uma maior 
degradação do IκBα no citoplasma. Na figura 34 pode observar-se o padrão de bandas 
obtido após o Western Blot para as proteínas p65 e IκBα na fracção citosólica (A) e para 
a proteína p65 na fracção nuclear (B) após 30 min, 1h, 2h e 5h. A proteína β -actina foi 
usada como controlo de aplicação na fracção citosólica e as proteínas na membrana de 
nitrocelulose como controlo na fracção nuclear. 
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Figura 34 – Estudo do efeito do tempo de incubação das células THP-1 com LPS na 
translocação da proteína p65 para o núcleo e na degradação da proteína IκBα no 
citoplasma. Os ensaios foram efectuados tal como descritos em 2.4.3.1 da secção Materiais e 
Métodos. As células THP-1 foram incubadas durante vários tempos (0,5h, 1h, 2h e 5h) na 
ausência (-) e presença de LPS 0,1 µg/mL (+). Os extractos citoplasmáticos (A) e nucleares (B) 
foram depois submetidos a análise por Western Blot. Os resultados correspondem a 1 
experiência representativa de 6 experiências independentes. 
 
Após a análise das bandas obtidas, estabeleceram-se os níveis de p65 e de IκB α na 
presença de LPS, para os vários tempos estudados, tendo em conta os seus níveis na 
ausência de LPS (controlo), ao qual se atribuiu o valor arbitrário de 1. Desta forma, foi 
possível avaliar qual o tempo de incubação em que houve maior translocação de p65 
para o núcleo e maior degradação de IκB α. Estes resultados são apresentados na figura 
35. 
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Figura 35 – Efeito do tempo de incubação com LPS na translocação da proteína p65 para 
o núcleo (B) e na degradação da proteína IκBα no citoplasma (A). Cada coluna corresponde 
à média ± δ3
 
 dos valores de 6 experiências independentes. 
Na figura 35 pode observar-se que onde existe simultaneamente uma diminuição 
maior e um aumento maior nos níveis de p65 no citoplasma e no núcleo, 
respectivamente, em relação ao controlo, foi ao fim de 1h de incubação com LPS. Ao 
fim deste tempo ocorreu, também, uma degradação maior da proteína IκBα no 
citoplasma. Parece assim poder concluir-se que ao fim de 1h de incubação com LPS há 
maior translocação da proteína p65 para o núcleo e, consequentemente, maior activação 
do NF-κB. 
 
2.2.2. Acção dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-κB nas 
células THP-1 estimuladas por LPS 
 
Após escolhido o tempo de incubação das células THP-1 com LPS, efectuou-se a 
avaliação da acção dos flavonóides na activação do NF-κB nestas células. Desta forma, 
as células THP-1 foram incubadas durante 1h com LPS na presença e ausência de 
flavonóide e procedeu-se à análise, por Western Blot, das proteínas p65 e IκB α nos 
extractos citoplasmáticos (A) e da proteína p65 no extracto nuclear (B) (figura 36). 
 
                                                 
3 Os valores de desvio padrão (δ) foram calculados segundo a teoria de propagação de erros. 
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Figura 36 – Estudo da acção dos flavonóides na translocação da proteína p65 para o núcleo e 
na degradação da proteína IκBα no citoplasma. Os ensaios foram efectuados tal como 
descrito em 2.4.3.2. As células THP-1 foram incubadas durante 1h na ausência (C-) e presença 
de LPS 0,1 µg/mL (C+) e de flavonóide a várias concentrações: quercetina 10 µM (Q10) e 15 
µM (Q15) e isoramnetina 15 µM (I15). Os extractos citoplasmáticos (A) e nucleares (B) foram 
depois submetidos a análise por Western Blot. Os resultados correspondem a 1 experiência 
representativa de 2 experiências independentes. 
 
Após a análise das bandas obtidas, estabeleceram-se os níveis de p65 e IκB α na 
presença de flavonóide, tendo em conta os seus níveis na ausência de flavonóide 
(controlo), ao qual se atribuiu o valor arbitrário de 1. Desta forma, foi possível avaliar o 
efeito do flavonóide na activação do NF-κB. Estes resultados são apresentados na 
figura 37. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Citoplasma 
Resultados 
 
75 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37 - Efeito dos flavonóides na translocação da proteína p65 para o núcleo (B) e na 
degradação da proteína IκBα no citoplasma (A). Quercetina 10 µM (Q10) e 15 µM (Q15) e 
isoramnetina 15 µM (I15). Cada coluna corresponde aos valores de 1 experiência representativa 
de 2 experiências independentes. 
 
Na figura 37 pode observar-se que na presença de flavonóide há um aumento dos 
níveis de p65 e de IκBα no citoplasma relativamente ao controlo, e o contrário se passa 
relativamente ao p65 no núcleo. Assim, parece que tanto a quercetina como a 
isoramnetina, nas concentrações estudadas, conseguem inibir a activação do NF-κB, 
diminuindo a translocação da proteína p65 para o núcleo e a degradação da proteína 
IκBα no citoplasma.  
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3. Estudo da acção de flavonóides na activação do factor de 
transcrição NF-κB nas células mononucleares do sangue 
periférico (PBMC) 
 
Tal como já foi referido, este estudo não pode ser completado, dado o baixo 
rendimento obtido no isolamento de PBMC e da quantidade de proteína necessária para 
a análise das proteínas citoplasmáticas e nucleares por Western Blot. Assim, apenas se 
avaliou a toxicidade dos flavonóides para estas células, que passamos a descrever. 
 
3.1. Toxicidade dos flavonóides para PBMC 
 
A toxicidade dos flavonóides para as PBMC foi avaliada através do poder redutor 
destas células, recorrendo ao método do azul de alamar, no qual o ingrediente activo, a 
resazurina, é reduzido a resorufina que emite fluorescência. As toxicidades da 
quercetina (A) e isoramnetina (B) foram testadas após 16h de incubação com as PBMC 
(figura 38). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38 - Toxicidade de diferentes concentrações de quercetina (A) e isoramnetina (B) 
após 16h de incubação com as PBMC. Este ensaio foi efectuado tal como descrito em 2.5.2. 
Os ensaios foram efectuados na ausência de flavonóide (■) e para  concentrações crescentes de 
ambos os flavonóides: 5 µM (■), 10 µΜ (■) e 20 µΜ (■). Os valores apresentados 
correspondem às médias e respectivos desvios padrão de 1 experiência representativa de 3 
experiências independentes, cujos ensaios foram feitos em duplicado. 
 
Como se pode observar, após 16h de incubação, nenhuma das concentrações de 
ambos os flavonóides parece ser tóxica para as PBMC. 
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Este trabalho teve como objectivo contribuir para o estudo das propriedades anti-
inflamatórias que são atribuídas aos flavonóides, relacionadas com a sua actividade 
antioxidante, avaliando a sua capacidade para reagirem com o HOCl e os seus efeitos na 
activação celular do factor de transcrição NF-κB.  
Os flavonóides estudados foram a quercetina e um seu metabolito, a isoramnetina, e 
avaliou-se a sua eficiência relativa para reagirem com o HOCl, produzido por 
neutrófilos humanos activados ex-vivo por PMA. Avaliou-se, também, a sua acção na 
modulação de genes pró-inflamatórios, através da activação do factor de transcrição NF-
κB em células THP-1 estimuladas por LPS.  
 
No estudo da captação do HOCl, produzido por neutrófilos activados ex vivo, por 
flavonóides, utilizou-se um ensaio de competição baseado na oxidação da sonda APF 
que foi detectada por espectrofluorimetria e citometria de fluxo. Na detecção da 
oxidação da sonda APF por espectrofluorimetria, os efeitos dos 2 flavonóides estudados 
não se distinguiram particularmente. No entanto, a isoramnetina (3’-metil-quercetina) 
pareceu ser ligeiramente mais eficiente na captação de HOCl, pois apresentou um valor 
de IC50 menor. Uma hierarquia semelhante foi obtida em estudos anteriores, em que se 
utilizou a cloração da taurina para detectar o HOCl produzido por neutrófilos humanos 
activados ex vivo por PMA (Pereira, 2008). Dos vários flavonóides estudados, a 
quercetina e a isoramnetina foram os mais eficientes apresentando valores de IC50 de 
4,91 ± 0,40 µM e 3,11 ± 0,24 µM, respectivamente. Quando se comparam estes valores 
com os obtidos para compostos a que se atribui uma elevada actividade antioxidante, 
em relação à captação de HOCl (Yan et al., 1996; McKenzie et al., 1999) (ver Anexo), 
observa-se que são da mesma ordem de grandeza do valor obtido para o ácido lipóico 
reduzido (3,09 ± 0,32 µM) e inferiores aos obtidos para o ácido 5-aminosalicílico (10,41 
± 2,15 µM) e para o ácido ascórbico (59,45 ± 8,98 µM). 
Nos ensaios efectuados para determinar o efeito dos flavonóides na captação de 
HOCl, através da oxidação da sonda APF por citometria de fluxo, verificou-se uma 
diferença maior na eficiência de ambos os flavonóides, apresentando a isoramnetina um 
valor de IC50 cerca de 10 vezes inferior ao da quercetina. Esta diferença pode dever-se 
ao facto de na citometria de fluxo a fluorescência ser lida apenas no interior das células 
e da isoramnetina ter um carácter mais apolar do que a quercetina, pois o grupo 3’-OH 
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do grupo orto-catecol está metilado. Este facto poderá facilitar a entrada nas células da 
isoramnetina e, desta forma, ter uma maior eficiência na captação de HOCl libertado, 
relativamente à quercetina. 
 
Os ensaios para o estudo dos efeitos dos flavonóides na activação do NF-κB nas 
células THP-1 estimuladas por LPS, analisados por Western Blot, iniciaram-se pela 
escolha do tempo de incubação das células com o LPS.  
Para os vários tempos estudados verificou-se uma oscilação ao longo do tempo nos 
níveis das várias proteínas analisadas. Ao fim de 30 min de incubação das células THP-
1 com LPS, observou-se que o nível da proteína p65 na fracção citoplasmática se 
mantinha inalterado em relação ao controlo (aproximadamente 1). Na fracção nuclear, 
porém, parece haver um aumento no nível desta proteína, mas com um erro associado 
elevado, o que minimiza a importância deste aumento. Por outro lado, o nível da 
proteína IκBα diminuiu no citoplasma, relativamente ao controlo. No estudo após 1h de 
incubação, observou-se uma ligeira diminuição no nível de p65 no citoplasma e um 
aumento elevado no núcleo. A pequena diferença observada no citoplasma pode dever-
se ao facto da pool desta proteína ser muito elevada, sendo mais difícil avaliar uma 
variação nos níveis desta proteína nesta fracção. Ao fim de 1h, o nível de IkBα no 
citoplasma continuou a diminuir. Observando os resultados correspondestes às 2h de 
incubação, aparentemente parece ter havido um ligeiro aumento nos níveis de p65 em 
ambas as fracções, o qual não é muito significativo, ou seja, os seus valores mantêm-se 
praticamente iguais aos do controlo. O nível da proteína IκBα aumentou para níveis 
próximos do controlo. No final de 5h de incubação, observou-se uma diminuição no 
nível de p65 no citoplasma e um ligeiro aumento no núcleo. O nível de IκBα continuou 
a aumentar no citoplasma. Os níveis de p65 em ambas as fracções indicam que houve 
translocação desta proteína para o núcleo, o que não está de acordo com o nível de IκBα 
no citoplasma que aumentou e supostamente deveria inibir a translocação de p65. Estes 
resultados podem dever-se à lenta e prolongada degradação da proteína inibidora IκBβ, 
a qual também inibe a translocação do p65 para o núcleo (O’Connell et al., 1998; Sun 
and Andersson, 2002). Estes resultados sugerem então que a persistente translocação do 
p65 pode dever-se a esta degradação prolongada da IκBβ e não à IκBα. 
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O conjunto dos resultados obtidos para a proteína IκBα está de acordo com a maioria 
dos dados da literatura que referem uma rápida degradação desta proteína ao fim de 15 
min, após estimulação das células com LPS, com um máximo de degradação entre os 30 
e 90 min; o aumento do seu nível dá-se ao fim de cerca de 3h, devido à sua ressíntese 
(O’Connell et al., 1998; Sun and Andersson, 2002).  
Pelo que se disse anteriormente, escolheu-se o tempo de 1h de incubação com LPS, 
já que foi para este tempo que se obteve, no conjunto, uma maior diminuição de p65 e 
de IκBα no citoplasma e um maior aumento de p65 no núcleo. Refira-se, no entanto, 
que existe alguma controvérsia na literatura quanto ao tempo de incubação em que 
ocorrerá uma maior activação do NF-kB pelo LPS. Já foi observada uma maior 
translocação da proteína p65 para o núcleo aos 30 min (O’Connell et al., 1998) e, 
também, às 2h (Cordle et al., 1993; Takashiba et al., 1999).  
No estudo da acção dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-κB nas 
células THP-1 estimuladas por LPS, observou-se que ambos os flavonóides estudados 
diminuiram a translocação de p65 para o núcleo e a degradação do IκBα no citoplasma. 
Para a quercetina verificou-se ainda que o seu efeito era dependente da concentração. 
Outros estudos corroboram os efeitos observados neste estudo para a quercetina (Chen 
et al., 2005; Nair et al., 2006).  
Dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que os flavonóides 
estudados, quercetina e isoramnetina, possuem uma elevada capacidade para reagirem 
com o HOCl e inibem a activação do NF-kB demonstrando ter propriedades que podem 
contribuir para uma acção anti-inflamatória.  
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1. Estudo da captação por compostos referência de HOCl 
produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA 
 
Neste estudo avaliou-se, também, a capacidade de alguns compostos referidos na 
literatura como bons captadores de HOCl, através do método da cloração da taurina 
usado em estudos anteriores para os flavonóides e em que se estabeleceram relações 
estrutura-actividade. As estruturas dos compostos estudados são apresentadas na tabela 
III. 
 
Tabela III – Estrutura dos compostos referência estudados na captação do HOCl 
Composto Classe dos flavonóides Estrutura 
Ácido 5-aminosalicílico ---------- 
NH2
OH
O OH
 
Ácido ascórbico 
(Vitamina C) 
---------- O
OH OH
O
OH
OH
 
Ácido lipóico reduzido ---------- SH
SH
OH
O
 
 
1.1. Método da cloração da taurina 
 
A taurina é frequentemente referida como sendo um aminoácido, no entanto contém 
um grupo ácido sulfónico, em vez do grupo ácido carboxílico (figura 39). Esta 
molécula é sintetizada a partir da cisteína e da metionina e não está incorporada em 
proteínas. Encontra-se na forma livre ou incorporada em péptidos simples (Birdsall, 
1998). 
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NH2
S
O
O
OH
 
Figura 39 - Estrutura da taurina (Birdsall, 1998) 
 
A taurina reage com o HOCl dando origem a uma cloramina, a clorotaurina (Cltau), 
bastante estável. A sua detecção foi feita utilizando o método descrito por Dypbukt et 
al., 2005, com algumas modificações. A formação de clorotaurina foi seguida 
espectrofotometricamente, a 655 nm, na presença de 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina 
(TMB) e do catalizador iodeto, pois origina-se um cromóforo (R’) que absorve na zona 
do azul (Dypbukt et al., 2005) (figura 40).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40 - Esquema reaccional para a oxidação da taurina pelo HOCl e sua detecção 
através do método do TMB na presença de KI (adaptado de Dypbukt et al., 2005) 
 
Deste modo, quanto maior a concentração de ácido hipocloroso, maior será a 
quantidade de clorotaurina formada e consequentemente maior o valor de absorvência a 
655 nm. Na presença do flavonóide, este compete com a taurina para o HOCl evitando, 
desta forma, a sua cloração e o aumento de absorção a 655 nm. 
Para se fazer a quantificação do HOCl captado (produzido) foi necessário construir 
uma curva de calibração para várias concentrações de HOCl detectado através da 
formação de clorotaurina.  
A curva de calibração foi obtida através da adição de concentrações conhecidas de 
HOCl4
                                                 
4 As concentrações de HOCl nunca foram superiores a 100 µM para assegurar que não se formaria 
diclorotaurina 
 [NaOCl diluído na proporção de 1:2 (v:v) e pH ajustado para 6,2 com H2SO4 0,5 
( )
( ) +−−
+−
−+
+++→+
+++→+
+→+
+→++
+→+−
H2ClI
ou
OHHI
HClOH
RNHH
OH
2
2
2
2
R'TMBHR'ICl
R'TMBHR'HOI
HOIICl
IClIRNHCl
RNHClHOClNHR
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M. A concentração de -OCl  foi determinada diariamente a 235 nm em H2O, ε235 = 100 
M-1cm-1] a uma solução de taurina 5 mM, em tampão de fosfatos 10 mM, pH 7,4, 
contendo NaCl 140 mM e KCl 10 mM, para um volume final de 160 µL. Ao fim de 5 
min à temperatura ambiente a clorotaurina formada foi detectada adicionando 40 µL da 
solução de TMB [TMB 2 mM em tampão acetato 400 mM, pH 5,4 contendo 30% de 
dimetilformamida (DMF) e iodeto de potássio (KI) 100 µM. Esta solução foi preparada 
da seguinte forma: dissolveu-se o TMB em 100% de DMF e em seguida adicionou-se, 
muito lentamente e sob agitação, o tampão acetato 400 mM, pH 5,4 até se obter a 
concentração de TMB desejada. Por fim, adicionou-se KI 100 µM] (proporção de 1:4 do 
volume final). Após mais 5 min fez-se a leitura de absorvência a 655 nm num leitor de 
microplacas (Sunrise Tecan).  
Os ensaios de inibição da cloração da taurina foram efectuados em tubos eppendorf 
de 2 mL que continham taurina 5 mM, uma concentração celular de 2x106 
neutrófilos/mL e composto referência entre 0 e 90,0 µM em tampão KRpb 
suplementado com CaCl2. Em seguida estimulavam-se os neutrófilos adicionando PMA 
(100 ng/mL) tendo-se obtido um volume final de 250 µL, os quais foram submetidos a 
uma agitação lenta num banho de água a 37ºC durante 30 min, para que as células se 
mantenham em suspensão e arejadas. Parou-se a estimulação com a adição de catalase 
20 µg/mL e deixou-se em gelo durante 10 min. De seguida centrifugaram-se as 
amostras a 11000 g (centrífuga MiniSpin da Eppendorf) durante 5 min, para as células 
sedimentarem. Para proceder ao estudo da cloração da taurina, retirou-se 160 µL de 
sobrenadante de cada tubo eppendorf que foram adicionados a poços de uma microplaca 
e a detecção foi feita tal como descrito para a curva de calibração. Todos os ensaios 
foram efectuados em microplacas de 96 poços. Foram feitos ensaios controlo em que se 
observou que durante o ensaio não havia oxidação espontânea do TMB. 
Os resultados foram calculados em percentagem de cloração da taurina, obtida 
através da equação 14: 
 
 Cloração da taurina (%) = x100
[Cltau]
[Cltau]F          Equação 14 
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[Cltau]F - [Cltau] na presença de flavonóide 
[Cltau] - [Cltau] na ausência de flavonóide 
 
Os resultados da percentagem da cloração da taurina foram expressos graficamente 
em função da concentração de flavonóide. A partir deste gráfico calcularam-se os 
valores de IC50, que correspondem à concentração de flavonóide responsável por uma 
inibição da cloração da taurina de 50 %. 
 
1.2. Resultados 
 
A produção de HOCl pelos neutrófilos activados ex vivo, como já foi referido, foi 
seguida pela sua reacção com a taurina que origina clorotaurina, uma cloramina estável 
que pode ser detectada por reacção com o TMB, originando um cromóforo azul 
detectável a 655 nm. Uma vez que a formação de clorotaurina ocorre in vivo, este ensaio 
pode ser considerado mais fisiológico. 
De forma a poder relacionar-se a concentração de clorotaurina com a concentração 
de cromóforo formado, fez-se uma curva de calibração. A equação obtida para a curva 
de calibração foi (equação 15): 
 
 [ ] ,00280Cltau.1,63x100,01286Abs
4
655nm +±=
−  Equação 15 
 0,999R
2 =  
[Cltau] em µM 
 
Os resultados do estudo da capacidade antioxidante dos flavonóides em relação à 
captação do HOCl, produzido por neutrófilos activados ex vivo com PMA, estão 
expressos em percentagem da cloração da taurina e apresentam-se na figura 41. 
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Figura 41 - Efeito da concentração dos compostos ácido 5-aminosalicílico, ácido ascórbico 
e ácido lipóico reduzido na cloração da taurina, mediada pelo HOCl produzido por 
neutrófilos activados ex vivo por PMA. Os ensaios foram efectuados tal como descrito em 3.2. 
da secção Materiais e Métodos. Os valores apresentados correspondem às médias e respectivos 
desvios padrão de 3 experiências independentes (3 dadores), cujos ensaios foram efectuados em 
duplicado. 
 
Na figura 42 apresenta-se uma curva exponencial ajustada aos valores representados 
na figura anterior, para cada um dos compostos referência. 
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Figura 42 - Efeito da concentração dos compostos referência na cloração da taurina, 
mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA. Os gráficos 
representados resultaram do ajuste de uma equação exponencial aos valores experimentais. 
Ácido lipóico reduzido (■), ácido 5-aminosalicílico (■) e ácido ascórbico (■). Os ajustes foram 
obtidos através do programa Origin Pro8. 
 
Os valores de IC50 obtidos para cada um dos compostos estudados foram calculados 
a partir das equações usadas para os ajustes dos pontos experimentais e apresentam-se 
no quadro VI. 
 
Quadro VI - Valores de IC50 para os compostos referência em relação à inibição da 
cloração da taurina, mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por 
PMA 
 
Composto IC50 ± δ5
Ácido lipóico reduzido 
 (µM) 
3,09 ± 0,32 
Ácido 5-aminosalicílico 10,41 ± 2,15 
Ácido ascórbico 59,45 ± 8,98 
 
Tendo em conta os resultados obtidos verifica-se o efeito protector destes compostos 
em relação à cloração da taurina, uma vez que há uma diminuição da cloração com o 
aumento da concentração de flavonóide. Os valores de IC50 obtidos para cada um dos 
compostos estudados demonstram que o ácido lipóico reduzido (menor valor de IC50) 
foi o mais eficiente, seguido do ácido 5-aminosalicílico e que o ácido ascórbico foi o 
menos eficiente.  
                                                 
5 Os valores de desvio padrão (δ) foram calculados segundo a teoria de propagação de erros. 
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